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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Das Retinale Pigmentepithel (RPE)
Das Retinale Pigmentepithel ist ein einschichtiges Epithel und bildet einen Teil der
Blut-Retina Schranke. Es ist wichtig fu¨r die Entwicklung, die Funktion und den Er-
halt der Retina und essenziell fu¨r den Sehvorgang. Zudem reguliert es die Interaktion
zwischen Retina und Choriokapillars.
1.2 Aufbau und Struktur des RPE
Das Retinale Pigmentepithel (RPE) ist ein einschichtiges, kuboidales, pigmentiertes
Epithel. Die Pigmentepithelzellen besitzen einen apikalen und einen basalen Pol. Der
apikale Pol der retinalen Pigmentepithelzellen grenzt an die Photorezeptoren, der ba-
sale an die Bruch’sche Membran. Der apikale Pol ist charakterisiert durch Mikrovilli.
Die Vielzahl an Mikrovilli ermo¨glicht es den retinalen Pigmentepithelzellen, dass sie
ihre Oberfla¨che vergro¨ßern und dergestalt eine gro¨ßere Austauschfla¨che zwischen ih-
nen und den Photorezeptoren zu schaffen [116, 14].
Eine direkte zellula¨re Verbindung, zwischen dem RPE und den Photorezeptoren, gibt
es nicht. Zwischen ihnen liegt der sogenannte interphotoreceptor space. In diesem befin-
det sich die interphotoreceptor matrix, u¨ber die der Stoffaustausch zwischen dem RPE
und den Photorezeptoren stattfindet. Die interphotoreceptor matrix wird vom RPE ge-
bildet. Sie hat wichtige Funktionen nicht nur in Bezug auf den Stoffaustausch zwischen
dem RPE und den Photorezeptoren, sondern auch auf deren Adha¨sion und die Phago-
zytose der a¨ußeren Segmente durch das RPE [45, 116].
An seiner basalen Seite grenzt das RPE an die Bruch’sche Membran. Die Bruch’sche
Membran trennt das RPE vom fenestrierten Endothel der Choriokapillaris. Die drei
Strukturen bilden zusammen die Blut-Retina-Schranke. Die Schrankenfunktion wird
v.a. durch Zonula Occludens (tight junctions) zwischen den RPE-Zellen gewa¨hrleistet
3
[51, 116]. Durch die tight junctions bilden sie ein funktionell dichtes Epithel, sodass
lediglich ein (hochselektiver) transzellula¨rer Transport mo¨glich ist.
Die Struktur des RPE ist nicht homogen. Je nach Lokalisation in der Retina (Macu-
la lutea - Peripherie) kann die Zellmorpholgie variieren: Im Bereich der Macula lutea
sind die Zellen sowohl ho¨her als auch schmaler im Vergleich zur Peripherie der Retina.
Die Menge und Zusammensetzung (Melanin, Lipofuszin, Melanolysosomen) der Zellen
ist von der Region abha¨ngig [51, 15, 36]. Ein weiterer Faktor, der die Morphologie des
Epithels stark beeinflusst, ist das Alter. Dies ist unter anderem darauf zuru¨ckzufu¨hren,
dass die Zellen des RPE nicht teilungsfa¨hig sind. Bei zunehmenden Alter treten daher
charakteristische Vera¨nderungen auf: Unter anderem kommt es zum Verlust von Me-
lanin und zur Akkumulation von Lipofuszingranula. Auch die antioxidative Funktion
des RPE reduziert sich im Verlauf des Lebens. Die genannten Vera¨nderungen ko¨nnen
die Entstehung von Erkrankungen, wie bspw. der altersbedingten Makuladegenerati-
on, begu¨nstigen [15, 36, 98, 92].
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Abbildung 1.1: Schematische Abbildung der Anatomie des Auges. Abbildung 1.2 stellt
vergro¨ßert das mittels schwarzem Rechteck markierte Areal dar.
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Montag, 16. Oktober 17Abbildung 1.2: Schematische Abbildung der Netzhaut. Einfallendes Licht durchquert
die gesamte Netzhaut, bevor es durch die retinalen Pigmentepithelzellen resorbiert
wird. Das RPE steht in enger ra¨umlicher Beziehung zu den Sta¨bchen und Zapfen der
Netzhaut.
1.3 Funktionen des RPE
Das RPE sorgt mit Hilfe von diversen Mechanismen fu¨r die Aufrechterhaltung der
retinalen Funktion. Pathologische Vera¨nderungen ko¨nnen daher zu einer starken Ein-
schra¨nkung des Visus und im schlimmsten Fall zum Sehverlust fu¨hren (s. 1.3) [15, 116,
114, 14, 78, 6, 130].
• Lichtabsorption und Oxidationsschutz
In das Auge einfallende Licht wird durch die Linse gebu¨ndelt und fa¨llt auf die
Retina. Dadurch ist insbesondere die Macula hohen thermischen Energien aus-
gesetzt. Die Choriokapillaris geho¨rt zu den am besten durchbluteten Geweben
im menschlichen Ko¨rper (1,400 ml · min−1 · 100 g Gewebe−1).
Allerdings fu¨hrt die Kombination aus der hohen Sauerstoff-Sa¨ttigung, hohen ther-
mischen Energiemengen durch einfallendes Licht und der hohen Stoffwechselra-
te (z.B. durch Phagozytose) zu starkem oxidativem Stress. Dabei entstehen freie Ra-
dikale, die zur Scha¨digung verschiedener Strukturen/Moleku¨le (Proteine, DNA,
etc.) fu¨hren.
Jedoch ist das RPE dazu in der Lage, diesen oxidativen Stress zu reduzieren. Es
besitzt verschiedene Pigmente, die Licht unterschiedlichster Wellenla¨ngen ab-
sorbieren. Durch Antioxidantien, z.B. Enzyme (Superoxid-Dismutaste/ Katalase
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oder andere Substanzen (Vit C, Vit E, Carotenoide), ko¨nnen freie Radikale gebun-
den werden [5, 68, 67]. Durch zelleigene Reparaturmechanismen ko¨nnen Lipide,
DNA und Proteine wiederhergestellt werden [15, 116].
• Transepithelialer Transport
Da das RPE die a¨ußerste Begrenzung der Blut-Retina-Schranke ist, reguliert es
den Transport verschiedener Moleku¨le vom Blut in die Retina sowie in umge-
kehrter Richtung. Anhand von zwei Beispielen soll dies na¨her erla¨utert werden:
(1) Durch die hohe metabolische Stoffwechselrate in der Retina entsteht dort eine
große Menge H2O. Aufgrund des hohen Augeninnendruckes kommt es zu einem
Ausstrom von H2O aus dem Glasko¨rper in die Retina. Beides bedingt, dass das
H2O, welches sich zuletzt im interphotoreceptor space befindet, durch das RPE
(u¨ber Aquaporine) in den Blutkreislauf zuru¨ckgefu¨hrt werden muss [116].
(2) In Umgekehrter Richtung transportiert das RPE bspw. Glucose vom Blut in
die Retina. Daher befindet sich eine hohe Anzahl an GLUT-1 und GLUT-3 Trans-
portern in der apikalen und basalen Zellmembran [116, 7, 2].
• Phototransduktion und Retinal-Stoffwechsel
Durch die Linse gebu¨ndeltes Licht fa¨llt auf die Retina. In den Photorezepto-
ren werden Photonen durch ein Derivat des Vitamin A (11-cis-Retinal) absor-
biert. Das 11-cis-Retinal ist an ein Transmembranprotein (Opsin) gebunden, wel-
ches sich in den Disks der a¨ußeren Segmente befindet. Die aufgenommene Ener-
gie fu¨hrt zur Isomerisierung des 11-cis-Retinal zum all-trans-Retinal. Dadurch
kommt es zur Konformationsa¨nderung des Opsins in Metarhodopsin II, welches
die photoelektrische Transduktion in Gang setzt. Das all-trans-Retinal muss nun
wieder in das cis-Isomer u¨berfu¨hrt werden, um erneut an das Opsin binden zu
ko¨nnen und die Kaskade von Neuem beginnen zu lassen [116, 13, 14, 106]
• Phagozytose
Wie bereits erwa¨hnt, ist die Retina durch einfallendes Licht hohen Mengen an
Energie ausgesetzt. Dies fu¨hrt zur Entstehung freier Radikale und Scha¨digung
zellula¨rer Strukturen. Teilweise ko¨nnen diese Scha¨den kompensiert werden (s.o.).
Im Laufe der Zeit komm es dennoch zur Akkumulation gescha¨digter Zellstruk-
turen, vor allem in den a¨ußeren Segmenten der Photorezeptoren. Um die Funk-
tionsfa¨higkeit der Photorezeptoren zu gewa¨hrleisten, werden daher die a¨ußeren
Segmente stetig erneuert. Es kommt zur Abstoßung des a¨ußeren Segments. Das
abgestoßene Segment wird u¨ber verschiedene Rezeptoren (z.B. αV β5-Integrin,
MerTK, CD36) vom RPE erkannt und phagozytiert. Das entstandene Phagosom
verschmilzt mit kleineren Lysosomen. Zusammen bilden sie das Phagolysosom.
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Dieses zersetzt die aufgenommenen Bestandteile [116, 14, 6, 130].
• Sekretion
Wie anhand der zuvor dargestellten Beispiele zu erkennen ist, findet eine wech-
selseitigeBeeinflussung zwischen Photorezeptoren und RPE statt. Dabei sind Wachs-
tumsfaktoren von zentraler Bedeutung. Das RPE ist in der Lage eine Vielzahl an
Faktoren zu sezernieren u.a. TGF-β, IGF-1, PEDF, VEGF [131, 116]. Wegen ihrer
Bedeutung sollen zwei vasoaktive Faktoren (PEDF und VEGF-A) kurz hervorge-
hoben werden:
PEDF (pigment-epithelium-derived-factor) scheint auf zweierlei Art und Weise die
Struktur der Choriokapillaris und der Retina zu stabilisieren [116, 113, 62, 33].
Einerseits scheint es (zell-)protektiv zu wirken: In Neuronen konnte es die hypoxie-
induzierte Apoptose verhindern [116, 19, 88, 113]. Andererseits wirkt es auf die
Choriokapillaris anti-angiogen, da es die Proliferation von Endothelzellen ver-
hindert [33, 62, 89]. PEDF wird vor allem an der apikalen Seite der RPE-Zellen
sezerniert [91, 116].
Der zweite Wachstumsfaktor ist VEGF-A (vascular-endothelial-growth-factor). VEGF-
A wird von Zellen (bspw. RPE-Zellen) konstant sezerniert. VEGF-A fo¨rdert unter
anderem die Vaskulo- und Angiogenese. Zudem sorgt eine konstante VEGF-A
Sekretion fu¨r eine Stabiliserung der Endothel-Fenestrierung. Wenn Zellen unter
Hypoxie leiden, so kommt es zu einer vermehrten Sekretion von VEGF-A, wel-
che die Blutversorgung des entsprechenden Gewebes verbessert [108, 116]. Im
Gegensatz zu PEDF, wird es vom RPE u¨berwiegend u¨ber die basale Membran
sezerniert. Im Auge hat es starken Einfluss auf die Struktur der Choriokapilla-
ris. Dabei wirkt es antiapoptotisch und erho¨ht die Permeabilita¨t der Gefa¨ßwand,
indem es Endothel-Fenestrationen stabilisiert [101, 16, 116]. Allerdings kann ei-
ne gesto¨rte VEGF-A Sekretion auch zu pathologischen Vera¨nderungen fu¨hren.
In der Retina ist dies bspw. beim Krankheitsbild der altersbedingten Makulade-
generation (AMD) der Fall. Eine der charakteristischen pathologischen Vera¨nde-
rungen sind die bei der AMD entstehenden chorioidalen Neovaskularisationen
(CNV). Diese entstehen aus kleinen Gefa¨ßausprossungen der Choriokapillaris.
Die Sprossen durchbrechen die Bruch’sche Membran und breiten sich unter dem
retinalen Pigmentepithel aus. Hierbei differenzieren sie sich solange, bis ein ar-
terioveno¨ses Gefa¨ßkonvolut entsteht. Im weiteren Verlauf ko¨nnen sie dabei auch
das Pigmentepithel durchbrechen und in die innere Retina einwachsen. CNVs
scheinen aufgrund einer pathologisch gesteigerten Sekretion von VEGF-A zu ent-
stehen [63, 128, 38, 75, 76, 83].
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Samstag, 21. Oktober 17Abbildung 1.3: Schematische Abbildung der unterschiedlichen Funktionen des retina-
len Pigmentepithels. Angelehnt an [116].
1.4 Sekretion
Die Sekretion von bspw. Wachstumsfaktoren durch eine Zelle kann durch verschiede-
ne Signale hervorgerufen werden. In vielen Fa¨llen sind dabei Ionenkana¨le involviert.
Dies soll im folgenden Abschnitt anhand der Sekretion von VEGF-A durch das RPE
na¨her erla¨utert werden:
Eines der oben genannten Signale sind bspw. die systemischen Hormone. Dazu za¨hlen
u.a. die Peptid- und Steroidhormone. Steroidhormone ko¨nnen aufgrund ihrer lipophi-
len und hydrophoben Eigenschaft die Zellmembran passieren. Im Zytosol/Zellkern
binden sie an intrazellula¨re Rezeptoren und fu¨hren zu einer vermehrten Transkrip-
tion/Expression von Genen. Peptidhormone ko¨nnen aufgrund ihrer lipophoben und
hydrophilen Eigenschaft nicht durch die Zellmembran diffundieren. Sie setzen u¨ber
membransta¨ndige Rezeptoren eine Signalkaskade in Gang, die zur Freisetzung von Se-
cond Messenger fu¨hrt. Beispiele fu¨r Second Messenger sind intrazellula¨res Ca2+, cGMP,
cAMP und IP3. Ein Anstieg an intrazellula¨rem Ca2+ als Second Messenger wird meist
durch eine vermehrte Aktivita¨t von Ca2+-Kana¨len in der Zellmembran hervorgerufen
[64].
Im RPE fu¨hrt intrazellula¨res Ca2+ als Second Messenger unter anderem zu einer ver-
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mehrten Freisetzung des Wachstumsfaktors VEGF-A [31]. Dieser intrazellula¨re Ca2+-
Anstieg kann auf verschiedene Wege hervorgerufen werden: Einerseits u¨ber den basi-
schen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF). Der bFGF bindet an den FGFR-2 (fibroblast-
growth-factor-receptor 2) und steigert die maximale Leitfa¨higkeit von L-typ Ca2+-Kana¨len
in der Zellmembran von RPE Zellen. Gleichzeitig senkt er deren Erregungsschwelle.
Dadurch kommt es zum Einstrom von Ca2+ und in der Folge zur Sekretion von VEGF-
A [117, 103, 104].
Ein weiterer Kanal, dessen Aktivita¨t einen Ca2+-Einstrom in RPE Zellen hervorruft,
ist der TRPV2-Kanal. Dieser kann ebenso u¨ber ein Peptidhormon aktiviert werden,
na¨mlich IGF-1 (insulin-like-growthfactor-1). IGF-1 bindet an den IGF-1-Rezeptor (Tyrosin-
Kinase Rezeptor)[111, 102]. Daraufhin kommt es zur Phosphorylierung verschiedener
Proteine (z.B. IRS - insulin receptor substrate, Shc - SH2 domain-containing-protein). Die-
se setzen zwei Signalwege in Gang, na¨mlich den PI3- (Protein-Kinase-3) und MAPK-
(Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase) Signalweg [43]. Nach Aktivierung der PI3-Kinase
phosphoryliert diese den Hypoxie-induzierten-Faktor α und stabilisiert ihn dadurch.
HIF-α ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem die Bildung von Erythropoietin
und VEGF-A fo¨rdert [55].
1.5 Steuerung von Ionenkana¨len - Gating
Die Leitfa¨higkeit von Ionenkana¨len kann auf verschiedene Arten reguliert werden.
Dabei spielen sowohl direkte Signale, als auch die Zusammensetzung des intra- und
extrazellula¨ren Raums eine Rolle [49].
• Spannungsabha¨ngige Ionenkana¨le
Eine große Gruppe von Ionenkana¨len wird durch das Membranpotential gesteu-
ert. Die Lage des Membranpotentials ergibt sich aus der Verteilung elektrischer
Ladung im intra- und extrazellula¨ren Raum. Kommt es nun zu Vera¨nderungen
dieser Ladungsverteilung, so vera¨ndert sich auch das Membranpotential der Zel-
le. Diese Vera¨nderung geht mit einer Vera¨nderung des elektrischen Feldes ein-
her. Dies kann zu einer Konformationsa¨nderung geladener Untereinheiten von
Ionenkana¨len fu¨hren, die dadurch aktiviert werden [22]. Die β-Zellen des Pan-
kreas sind ein popula¨res Beispiel fu¨r einen derartigen Steuerungsmechanismus
[48]: Vereinfacht fu¨hrt ein Anstieg an intrazellula¨rer Glucose auch zu einem An-
stieg an intrazellula¨rem ATP, welches ein direkter Metabolit der Glykolyse ist.
Durch den Anstieg an ATP kommt es zur Verringerung der Offenwahrschein-
lichkeit ATP-abha¨ngiger K+-Kana¨le. Dies wiederum fu¨hrt zur Depolarisation der
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β-Zelle. Durch die Depolarisation kommt es zur Erho¨hung der Offenwahrschein-
lichkeit von spannungsabha¨ngigen Ca2+-Kana¨len und zum Anstieg der intrazel-
lula¨ren Ca2+-Konzentration. Der Anstieg der intrazellula¨ren Ca2+-Konzentration
fu¨hrt zur Insulin-Sekretion.
• Ligand-gesteuerte Ionenkana¨le
Die na¨chste große Gruppe umfasst Ionenkana¨le, die durch Binden eines Ligan-
den aktiviert werden ko¨nnen. Auch hier soll ein popula¨res Beispiel zur Veran-
schaulichung herangezogen werden: Die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren.
Der Name verra¨t bereits, dass diese Art der Rezeptoren durch Acetylcholin oder
Nikotin aktiviert werden ko¨nnen. Besondere Bedeutung kommen diesen Rezep-
toren bei der Weiterleitung von Aktionspotentialen in Synapsen zu. Dies soll
kurz erla¨utert werden: Pra¨synaptisch kommt es durch ein Aktionspotential zur
Depolarisierung der Zelle und zum Einstrom von Ca2+ in die Zelle. Der Anstieg
der intrazellula¨ren Ca2+-Konzentration fu¨hrt zur Sekretion von Acetylcholin aus
pra¨synaptischen Vesikeln. Nach Diffusion des Acetylcholins u¨ber den synapti-
schen Spalt, bindet sich dieses an die extrazellula¨re Doma¨ne des Acetylcholinre-
zeptors. Dies fu¨hrt zur Konformationsa¨nderung des Acetylcholinrezeptors - von
einem geschlossenen in einen offenen Zustand. Im offenen Zustand stro¨mt durch
den Acetylcholinrezeptor Na+ in die Zelle und K+ aus der Zelle, sodass die Zelle
depolarisiert [60, 64, 120].
• Temperaturabha¨ngige Ionenkana¨le
Eine weitere große Gruppe umfasst die Ionenkana¨le, die durch Temperaturvera¨nde-
rungen reguliert werden. Hierzu za¨hlen insbesondere die TRP-Kana¨le (transient
receptor potential channels). Diese sind eine heterogene Gruppe transmembrana-
ler Proteine. Sie werden in vielen verschiedenen Geweben und Zelltypen expri-
miert. Dabei erfu¨llen sie unterschiedlichste Aufgaben. Ihre Aminosa¨uresequenz
ist sehr a¨hnlich. Zudem sind sie besonders in sensorischen Organen aktiv. So
fu¨hren beispielsweise Temperatursteigerungen auf >43°C zur Erho¨hung der Of-
fenwahrscheinlichkeit von TRPV1-Kana¨len. Im Gegensatz dazu, kommt es durch
niedrige Temperaturen 8-28°C zur Aktivierung von TRPM1-Kana¨len [24].
Die genannten Beispiele sollen lediglich einen groben U¨berblick u¨ber die Steue-
rung der Ionenkana¨le geben. Unerwa¨hnt blieben zudem die Mechanorezeptoren
und lichtgesteuerte Ionenkana¨le.
10
1.6 Oberfla¨chenexpression von Ionenkana¨len
Die Zellfunktion wird u¨ber ein komplexes Zusammenspiel von extrazellula¨ren und
intrazellula¨ren Faktoren reguliert. Unter anderem interagieren Proteine an der Zello-
berfla¨che mit intrazellula¨ren Proteinen/Moleku¨len und nehmen so maßgeblich Ein-
fluss auf die Zellfunktion. So leuchtet ein, dass Zellen, um u¨berhaupt mit ihrer Umge-
bung in Interaktion zu treten, entsprechende Proteine an ihrer Oberfla¨che exprimieren
mu¨ssen [95]. Neben der Oberfla¨chenexpression von Proteinen sind Zellen jedoch auch
in der Lage die Oberfla¨chenexpression der Proteine schnell zu erho¨hen oder vermin-
dern und somit die Zellfunktion zu vera¨ndern. Diese Funktion wird aufrechterhalten
durch spezialisierte trafficking processes, die als constitutive cycling bezeichnet werden
[105, 95].
Dass bereits einige Proteine dem constitutive cycling unterliegen ist bekannt. Das pro-
minenteste Beispiel ist vermutlich der epitheliale Na+-Kanal (ENaC). Dieser wird von
vielen Zellen exprimiert. Von herausragender Bedeutung ist er vor allem fu¨r die er-
neute Absorption von Na+ in den distalen Tubuli des Nephrons. In den Tubuluszellen
wird der ENaC vor allem apikal exprimiert. U¨ber ihn stro¨mt konzentrationsabha¨ngig
Na+ aus dem Tubulus in die Tubuluszelle. Seine Regulation ist komplex. Einerseits
kann die Offenwahrscheinlichkeit und Oberfla¨chenexpression u¨ber die intrazellula¨re
Na+-Konzentration reguliert werden. Denn bei Konzentrationszunahme kommt es zu
einer Reduktion der Offenwahrscheinlichkeit und Abnahme der Oberfla¨chenexpres-
sion Frindt et al., 1993,. Die wichtigste Rolle spielt vermutlich das Hormon Aldoste-
ron. Dieses fu¨hrt zu einer vermehrten Synthese der α-Untereinheit des ENaC. Dies
geht einher mit einer Umverteilung des ENaC von intrazellula¨r an die Zelloberfla¨che
[61, 39, 40]. Das genannte Beispiel soll lediglich der Veranschaulichung dienen und
zu einem U¨berblick verhelfen. Neben dem genannten Ionenkanal werden auch andere
Proteine bspw. GLUT4, Aquaporine, GABAA-Rezeptor etc. u¨ber constitutive cycling re-
guliert [105, 123, 124, 95, 127]. Auch einige TRP-Kana¨le scheinen u¨ber das constitutive
cycling reguliert werden [37]. Da auf dem TRPV2-Kanal der Fokus dieser Arbeit liegt,
werden im na¨chsten Abschnitt die TRP-Kana¨le vorgestellt.
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1.7 TRP-Kana¨le
U¨bersicht
Die Familie der TRP-Kana¨le umfasst eine Gruppe an Ionenkana¨len, die in nahezu al-
len humanen Zellen exprimiert werden und Vielzahl an unterschiedlichsten physio-
logischen Funktionen erfu¨llen [95]. Gemeinsamkeiten haben die TRP-Kana¨le u.a. auf-
grund ihres Aufbaus (6 transmembranale Doma¨nen) und ihrer Aminosa¨uresequenz (s.
1.4). Die Mehrheit der TRP-Kana¨le sind nicht-selektive Kationenkana¨le. Dabei kann
die Selektivita¨t fu¨r das jeweilige Kation (insbesondere Na+ und Ca2+) stark variieren
[26, 90].
Die Entdeckung der TRP-Kana¨le gelang durch Untersuchungen an Photorezeptoren
der Drosophila melanogaster. Man untersuchte diese mittels eines Elektroretinogramms.
Wildtyp D. melanogaster reagierten auf Lichtexposition mit einer kurzzeitigen (tran-
sient) elektrischen Potentialsteigerung. Derartige Potentialsteigerungen blieben in D.
melanogaster mit Mutationen im TRP-Gen aus. Stattdessen ist ein konstant niedri-
ges Potential messbar gewesen. Dieses wurde spa¨ter darauf zuru¨ckgefu¨hrt, dass die
Mutation im TRP-Gen einen Defekt in einem TRP-Kanal verursacht hat, der durch
einen kurzzeitigen Ca2+-Einstrom fu¨r die Potentialsteigerung verantwortlich gewesen
ist [32, 26]. Ein weiterer Durchbruch gelang 1989, als das TRP-Gen anhand von D. me-
lanogaster von Montell and Rubin [82] entschlu¨sselt und als Protein beschrieben wer-
den konnte. Spa¨ter sind weitere Versuche an Schmeißfliegen (Calliphora erythrocepha-
la) von Hochstrate [50] durchgefu¨hrt worden. Sie untersuchten deren Photorezeptoren
und setzten diese Lichtimpulsen aus. Zudem inkubierten sie die Zellen mit Lanthan,
welches ein Ca2+-Kanal Blocker ist. Erstaunlicherweise kamen sie zu a¨hnlichen Mess-
ergebnissen, wie Cosens and Manning [32]: Durch die Inkubation mit Lanthan konnte
eine kurzzeitige Potentialsteigerung unterdru¨ckt werden, a¨hnlich wie in den TRP-Gen
mutierten D. melanogaster. Spa¨ter untersuchten auch Suss-Toby et al. [121] die Pho-
torezeptoren diverser Fliegen in a¨hnlicher Art und Weise wie zuvor Hochstrate et al.
Auch sie konnten u¨ber die Applikation von Lanthan eine Depolarisation der Photore-
zeptoren unterdru¨cken. Unter der Annahme, dass intrazellula¨res Ca2+ fu¨r eine Poten-
tialsteigerung der Zelle nach Lichtexposition notwendig ist, folgerte man, dass TRP-
Proteine die Konzentration an intrazellula¨rem Ca2+ schnell erho¨hen ko¨nnen. Daher
mussten TRP-Proteine Ca2+-Kana¨le sein [80]. Die Gesamtheit der TRP-Kana¨le umfasst
heute 28 Mitglieder, die in 6 Familien aufgeteilt sind.
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Samstag, 21. Oktober 17Abbildung 1.4: Schemazeichnung der TRPV-Kana¨le. Die pore forming domain liegt zwi-
schen den Doma¨nen S5 und S6. Im Bereich des N-Terminus bestehen mehrere Ankyrin
Wiederholungen. Angelehnt an [112].
TRPV2
Der erste Kanal, der der TRPV-Familie (transient receptor potential vanilloid) hinzuge-
rechnet wurde, ist der OSM-9 Kanal gewesen. Diesen entdeckten Colbert and Barg-
mann [28] im Jahr 1995, indem sie Versuche an C. elegans durchfu¨hrten. Sie setzten
diese verschiedenen Geruchsstoffen aus und untersuchten mit Hilfe eines Chemotaxis
Assays, ob eine Adaptation an die Geruchsstoffe stattfindet. Neben wildtyp C. elegans
untersuchten sie u.a. OSM-9 mutierte. Beide adaptierten sich an die Geruchsstoffe, je-
doch ist das Spektrum der Geruchsstoffe unterschiedlich gewesen. Spa¨ter konnten sie
das Protein OSM-9 nachweisen und stellten zudem eine große A¨hnlichkeit mit den in
Drosophila beschriebenen [82] TRP-Kana¨len fest [29].
Kurze Zeit spa¨ter wurde ein weiterer Kanal, der der TRPV-Familie hinzuzurechnen ist,
entdeckt. Der Nachweis des sog. TRPV1-Kanals gelang Caterina et al. [20], indem sie
eine cDNA Bank aus der mRNA von Neuronen aus Hinterwurzelganglien erstellten.
Diese wurden in HEK293 Zellen transfiziert. Die transfizierten HEK293 Zellen wur-
den entweder mit Capsaicin oder Resiniferatoxin inkubiert und mit Hilfe von Ca2+
Imaging (Fura-2) untersucht. Letztlich konnte ein Klon herausgefiltert werden, der
auf die Inkubation sowohl mit Capsaicin, als auch Resiniferatoxin mit einem starken
intrazellula¨ren Ca2+-Anstieg reagierte. Durch weitere Versuche konnten Caterina et al.
zeigen, dass die transfizierte cDNA fu¨r ein Ca2+ leitenden Kationenkanal codierte, der
auch durch Temperaturanstiege aktiviert werden konnte. Der Kanal wurde zuna¨chst
vanilloid receptor subtype 1 (VR1) genannt, da er durch Capsaicin und Resiniferato-
xin aktiviert werden konnte. Capsaicin ist ein Alkaloid, das aus Chilischoten gewon-
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nen werden und den Sinneseindruck der Scha¨rfe vermitteln kann. Resiniferatoxin ist
ein Analog des Capsaicins und teilt mit ihm die Vanillinmandelsa¨ure als gemeinsame
chemische Grundstruktur. Daher wurde der entdeckte Capsaicin-Rezeptor Vanilloid-
Rezeptor genannt [122, 20].
Zwei Jahre spa¨ter gelang ebenfalls Caterina et al. [21] der Nachweis des na¨chsten
TRPV-Kanals, na¨mlich TRPV2. Dies gelang ihnen durch eine Gendatenbank Analy-
se. Dort suchten sie nach Sequenzen, die A¨hnlichkeit zu VR1 besaßen. Eine von ihnen
entdeckte Sequenz codierte fu¨r ein Protein, dass eine große strukturelle A¨hnlichkeit
zu OSM-9 und VR1 besaß. Denn es besaß ebenso 6 Transmembrandoma¨nen, einen N-
Terminus mit drei Ankyrin-Motiven und einen zytoplasmatischen C-Terminus. Auf-
grund der A¨hnlichkeiten nannten sie es VRL-1(vanilloid-receptor-like-protein 1), spa¨ter
auch TRPV2-Kanal genannt. Durch Versuche an TRPV2 transfizierten Xenopus oocy-
tes und HEK293 Zellen versuchten sie, das Protein zu charakterisieren. Die hierbei
gewonnen Erkenntnisse zeigten, dass TRPV2 ebenfalls ein Ca2+ leitender Kationen-
kanal ist. Die Permeabilita¨t fu¨r Kationen a¨hnelte der des VR1-Kanals: Ca2+ > Mg2+ >
Na+ ≈ Cs+ ≈ K+. Zudem konnte die Offenwahrscheinlichkeit des TRPV2-Kanals auch
durch Temperatursteigerungen erho¨ht werden. Allerdings lag die Temperaturschwel-
le in TRPV2 transfizierten Xenopus oocytes oder HEK293 Zellen bei >50°C. Dieser
lag demnach deutlich u¨ber der Aktivierungsschwelle fu¨r VR1 (> 43°C) [20]. Erstaun-
licherweise fu¨hrte eine Inkubation mit Capsaicin respektive Resiniferatoxin zu keiner
Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit.
Spa¨ter konnte der TRPV2-Kanal in vielen verschiedenen Zellen nachgewiesen werden
[53, 21, 84], sowie unter anderem auch in retinalen Pigmentepithelzellen [31].
Struktur:
Eine Gemeinsamkeit der TRP Kana¨le sind die 6 Transmembrandoma¨nen. Aufgrund
der a¨hnlichen Struktur zu den K+-Kana¨len geht man davon aus, dass die transmembr-
analen Doma¨nen in Tetrameren organisiert sind [134]. Die Pore (P-Loop) befindet sich
zwischen der fu¨nften und sechsten Transmembrandoma¨ne. Sowohl der N-, als auch
C-Terminus liegt im Cytosol. Sie sind wichtig fu¨r die Regulation des Kanals, sowie die
Interaktion mit anderen Moleku¨len/Proteinen. Beispielsweise besitzen TRPV2-Kana¨le
drei Ankyrin-Wiederholungen an ihrem N-Terminus, u¨ber deren Phosphorylierung
Einfluss auf den Kanal genommen werden kann [57, 94]. Sowohl fu¨r den TRPV1- als
auch TRPV2-Kanal konnte gezeigt werden, dass sie sich in Heteromultimeren organ-
sieren und dadurch gegenseitig beeinflussen ko¨nnen [133, 47, 72].
Eigenschaften:
• Permeabilita¨t
Die Permeabilita¨t des TRPV2-Kanals ist fu¨r Ca2+ ho¨her als fu¨r Na+ (PCa/PNa=3/1).
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Die Permabilita¨t fu¨r Kationen nimmt in dieser Reihenfolge ab: Ca2+ > Mg2+ >
Na+ ≈ K+ ≈ Cs [21].
• elektrophysiologische Charakteristika
In Kochsalzlo¨sung liegt das Umkehrpotential des TRPV2-Kanals bei ≈ 0mV.
Die Strom-Spannungs-Linie verla¨uft auswa¨rts-rektifizierend [26].
• Inhibitoren
Bekannte Inhibitoren des TRPV2-Kanals sind u.a. Ruthenium Rot (RR), Lan-
than (La3+), SKF96365, TRIM (1-[2-(trifluoromethyl)phenyl]-1H-imidazol), Ami-
lorid [26, 58, 71].
• Akivatoren
Bekannte Aktivatoren des TRPV2-Kanals sind unter anderem 2-APB (Aminoethoxy-
dyphenylborat) und Probenecid [52, 58, 3, 97]. Weitere Aktivatoren werden im
folgenden Abschnitt vorgestellt.
Steuerung (Gating) / Oberfla¨chenexpression:
Die Steuerung der TRP-Kana¨le ist komplex. Grund dafu¨r sind die vielen Wege, auf de-
nen sie aktiviert werden ko¨nnen. So ko¨nnen sie nicht nur durch das Binden eines Li-
ganden oder Spannungsunterschiede aktiviert werden, sondern auch durch pH-Wert-
oder Osmolarita¨ts-Verschiebungen, Schmerz und physikalische Reize (Wa¨rme, Licht,
Dehnung) etc. Außerdem bestehen zwischen den Proteinen einzelner Unterfamilien
(bspw. TRPV, TRPM, etc.) starke Unterschiede in der Aktivierung [24]. So muss jeder
Kanal beschrieben werden, da nicht von Kongruenz ausgegangen werden kann.
• Temperatur
In ihrer Publikation von 1999 beschrieben Caterina et al. die Aktivierung des
TRPV2-Kanals durch Temperaturerho¨hungen (s.o.) [21]. Dabei stellte sich her-
aus, dass die Offenwahrscheinlichkeit von TRPV2-Kana¨len erst bei Tempera-
turen von > 50°C erho¨ht wird. Durch repetitive Hitzeapplikationen kann die
Reizschwelle nicht gesenkt werden. Die Offenwahrscheinlichkeit von TRPV1-
Kana¨len wird hingegen bereits bei Temperaturen von > 43°C erho¨ht.
• Wachstumsfaktoren
Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Interaktion von Zellen.
In Bezug auf TRPV2-Kana¨le scheint u.a. der Wachstumsfaktor IGF-1 die Akti-
vita¨t der Kana¨le regulieren zu ko¨nnen. Cordeiro et al. [31] konnten durch In-
kubation von ARPE19/hRPE-Zellen mit IGF-1 einen Anstieg an intrazellula¨rem
Ca2+ nachweisen. Dieser Anstieg ging einher mit einer vermehrten Sekretion des
Wachstumsfaktors VEGF-A. Durch Inkubation der Zellen mit verschiedenen Ak-
tivatoren/Inhibitoren (bspw. Capsaicin, Ruthenium Rot, Lanthan etc.) konnten
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sie ein pharmakologisches Profil des Kanals abbilden. Dieses entsprach dem des
TRPV2-Kanals. So konnte die VEGF-A Sekretion, ausgelo¨st durch Inkubation
mit IGF-1, auf TRPV2-Kanalaktivita¨t zuru¨ckgefu¨hrt werden. Jedoch kann mit
Hilfe dieser Versuche kein Ru¨ckschluss auf den Aktivierungsmechanismus (ver-
mehrte Oberfla¨chenexpression/Erho¨hung der Offenwahrscheinlichkeit) gezogen
werden. Dieser Frage wurde jedoch in anderen Publikationen z.T. nachgegan-
gen. Kanzaki et al. [59] beschrieben bereits 1999 mit Hilfe von transfizierten
CHO-Zellen einen Kanal, der nach Stimulation mit IGF-1 in die Zellmembran
transloziert. Eine weitere Versuchsgruppe um Cohen et al. [27] ging ebenfalls
dieser Fragestellung nach. Sie untersuchten anhand von CHO-Zellen und mo-
noklonalen Antiko¨rpern die Wirkung von IGF-1 auf die Oberfla¨chenexpression
von TRPV2-Kana¨len. Nach Inkubation der CHO-Zellen mit IGF-1 konnten sie
im Biotinylation Assay lediglich eine geringe Zunahme der Oberfla¨chenexpressi-
on von TRPV2-Kana¨len nachweisen.
Erkennbar ist, dass nach wie vor fraglich ist, auf welche Art IGF-1 die TRPV2-
Kana¨le reguliert. Die genannten Publikationen stimmen in dieser Frage nicht
u¨berein. Hat IGF-1 letztlich nur Auswirkungen auf die Offenwahrscheinlichkeit
oder nimmt auch die Oberfla¨chenexpression zu?
• Cannbinoide
Cannabis Sativa L. wird schon seit Jahrhunderten aufgrund ihrer analgetischer
und psychotropen Wirkung gescha¨tzt. Cannbinoide sind Derivate dieser Pflan-
ze. Ihnen gemein ist die Diterpene-Grundstruktur. Das bekannteste Cannabino-
id ist wohl das THC (4 9-Tetrahydrocannabinol). Daneben existieren weitere, wie
bspw. Cannabidiol, Cannabinol etc. Qin et al. [97] untersuchten die Wirkung der
einzelnen Cannabinoide auf TRPV2-Kana¨le. Dafu¨r inkubierten sie TRPV2 trans-
fizierte HEK293 Zellen mit den verschiedenen Derivaten (THC, Cannabidiol und
Cannabinol). Mit Hilfe von Ca2+ Imaging maßen sie daraufhin den Anstieg des
intrazellula¨ren freien Ca2+. Sie ermittelten sodann die mittlere effektive Kon-
zentration (EC50) fu¨r die verwendeten Cannabinoide. Diese war fu¨r Cannabidi-
ol am niedrigsten (EC50 = 3.3µM). Damit lag nahe, dass Cannabidiol unter den
untersuchten Cannabinoiden der sta¨rkste TRPV2-Kanal Aktivator ist. Spa¨ter un-
tersuchten Barro-Soria et al. [4], ob TRPV2-Kana¨le auch RPE-Zellen exprimiert
werden. Dafu¨r inkubierten sie u.a. pRPE-Zellen mit Cannabidiol (15µMol) und
analysierten den Anstieg des intrazellula¨ren freien Ca2+. Dieser Anstieg konnte
durch vorherige Inkubation mit SKF96365 (spezifischer TRPV2-Kanal Inhibitor
im RPE) unterdru¨ckt werden. Daher fu¨hrten sie den Anstieg des freien intrazel-
lula¨ren Ca2+ auf TRPV2-Kanalaktivita¨t zuru¨ck.
Auch hier ist gesichert, dass Cannabidiol TRPV2-Kana¨le aktivieren kann. Jedoch
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bleibt unbeantwortet, ob dies u¨ber eine direkte Erho¨hung der Offenwahrschein-
lichkeit, oder durch eine vermehrte Oberfla¨chenexpression geschieht.
• PI3-Kinasen
PI3-Kinasen sind Schlu¨sselenzyme der Signaltransduktion. U¨ber sie werden ver-
schiedene zellula¨re Funktionen (Proliferation etc.) reguliert [125]. TRPV2-Kana¨le
scheinen auch PI3-Kinase abha¨ngig reguliert zu werden. In retinalen Pigmen-
tepithelzellen konnten dies Cordeiro et al. [31] zeigen. Nach Inkubation von
ARPE19-Zellen mit IGF-1 (50 ng/mL) wurde das freie zytosolische Ca2+ durch
Ca2+-Imaging gemessen. Nach wenigen Minuten kam es bereits zu einem deut-
lichen Anstieg des freien zyotosolischen Ca2+. Sodann inkubierten sie die Zel-
len zuna¨chst mit LY294002 (30 µMol) und daraufhin mit IGF-1 (50 ng/mL).
LY294002 ist ein bekannter Inhibitor der PI3-Kinase. In den Versuchen fu¨hr-
te LY294002 zu einem signifkant geringeren Anstieg des intrazellula¨ren freien
Ca2+. Dies besta¨tigte, dass auch in retinalen Pigmentepithelzellen TRPV2-Kana¨le
u¨ber einen PI3-Kinase Signalweg reguliert werden. Zwar scheint demnach die
Regulation von TRPV2-Kana¨len einem PI3-Kinase Signalweg zu unterliegen, in-
teressant ist jedoch, ob beide Mechanismen (Oberfla¨chenexpression und direkte
Aktivierung) diesem unterliegen.
17
1.8 Zielsetzung
Die Kenntnis physiologischer Zellvorga¨nge und pathologischer Vera¨nderungen ist wich-
tig, um bestehende Therapien zu verbessern, oder auch um neue Therapiemethoden
zu entwickeln. TRPV2-Kana¨le scheinen bei einer Reihe von Erkrankungen von Bedeu-
tung zu sein. So etwa im Bereich der Ophthalmologie, insbesondere in der Entstehung
der altersbedingten Makuladegeneration. Zielsetzung dieser Arbeit ist es, die Regu-
lation des TRPV2-Kanals im RPE zu untersuchen. Die Mechanismen der vermehrten
Oberfla¨chenexpression und die direkte Aktivierung des TRPV2-Kanals sollen dabei
differenziert betrachtet werden. Denn fraglich ist, ob verschiedene Aktivatoren u¨ber
unterschiedliche Mechanismen (vermehrte Oberfla¨chenexpression oder direkte Akti-
vierung) auf TRPV2-Kana¨le wirken. Zudem scheint der PI3-Kinase Signalweg Einfluss
auf die Aktivita¨t von TRPV2-Kana¨len zu haben. Daher ist es interessant, die beiden Ak-
tivierungsmechanismen hinsichtlich einer mo¨glichen Regulation durch PI3-Kinasen
zu untersuchen (s. Abbildung 1.5).
45°CCa2+
ZK
extrazellulär
Vesikel
TRPV2
IGF-1CBD
? ?
Pi3 ?
Samstag, 21. Oktober 17
Abbildung 1.5: Schematische Abbildung der zuvor beschriebenen Fragestellung. Ziel
ist es die beiden Aktivierungsmechanismen (vermehrte Oberfla¨chenexpression und di-
rekte Aktivierung) in Bezug auf TRPV2-Kana¨le zu untersuchen. Dabei scheint zudem
der Einfluss des PI3-Kinase Signalwegs eine Rolle zu spielen.
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Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Zellkultur
Fu¨r die Experimente wurden Zellen der humanen Zelllinie (ARPE19-Zellen (ATCC
cat # CRL-3202) verwendet. Das Medium setzte sich aus DMEM/F12 (Life Technologies
Darmstadt, Deutschland), 10% fetalem Kalbserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomy-
cin zusammen. Die Temperatur im Inkubator betrug 37°C und besaß einen 5%igen
CO2 Gehalt.
Fu¨r die Patch-Clamp Experimente wurden die Zellen passagiert und auf Cover-Slips
du¨nn ausgesa¨t. Dies erleichterte das Patchen einzelner Zellen. Nach 12-48h in serum-
freiem Medium (37°C) wurden die Zellen elektrophysiologisch untersucht.
Passagieren
Eine 24-Well-Platte wurde vorbereitet. In jedes Well wurde ein Coverslip (12mm Durch-
messer) gelegt.
Das Medium in den Brutflaschen wurde mit Hilfe einer Vakuum-Pumpe abgesaugt.
Daraufhin wurden 2ml Trypsin/EDTA Lo¨sung (37°C) in die Brutflaschen pipetiert.
Trypsin ist ein Endopeptidase und spaltet selektiv Peptidbindungen nach basischen
Aminosa¨uren (Lysin und Arginin). Die Einwirkungszeit des Trypsins auf den Zellver-
band sollte nur 2-3 Minuten erfolgen, da sonst auch intrazellula¨re Peptidverbindun-
gen gespalten werden. Dies ha¨tte eine Nekrose der Zellen zur Folge. EDTA ist ein
sechsza¨hniger Komplexligand und bindet vor allem zweifachpositiv geladene Ionen,
wie z.B. Mg2+. Da Mg2+ zu einer erho¨hten Stabilita¨t der Zellverbandes fu¨hrt, erleich-
tert EDTA das Lo¨sen des Zellverbandes.
Die Flasche wurde fu¨r 3-5min im Inkubator belassen. Danach wurde unter Sichtkon-
trolle unter dem Mikroskop gepru¨ft, ob sich der Zellrasen gelo¨st hat. Durch leichtes
Schu¨tteln der Flasche konnte dies erleichtert werden.
Um das Trypsin wieder auszuwaschen, wurden 8ml 1xPBS in die Flasche pipettiert.
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Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurde die Zellsuspension in einem Fal-
contube (15ml) zentrifugiert (3min bei 3000 Umdrehungen/min).
Der U¨berstand wurde abgesaugt und verworfen. Das gewonnene Pellet wurde in 12ml
0% Medium resuspendiert.
Nun wurden in jedes Well der Multiwell-Platte 250µl der Zellsuspension pipettiert
und auf 2ml mit serumfreiem Medium aufgefu¨llt. Der Rest der Zellsuspension wurde
erneut bei 3000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Der U¨berstand wurde erneut ver-
worfen und das Pellet in 4ml 10% Medium suspensiert. Die Suspension wurde in eine
Kulturflasche pipettiert und als weitere Passage gekennzeichnet.
Kulturflasche und Multiwellplatte wurden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 24h
konnten die Zellen im Multiwell fu¨r die Patch-Clamp Versuche verwendet werden.
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2.2 Patch Clamping
Die Patch-Clamp-Technik erlaubt die Messung der Stro¨me, die durch einzelne oder
mehrere Ionenkana¨le in der Zellmembran fließen.
Erstmals angewendet und vero¨ffentlicht wurde diese Methode im Jahr 1976 von Bert
Sakman und Erwin Neher. [87]
Als Grundlage diente damals die von Kenneth Cole entdeckte Methode des Voltage-
Clamps [30]. Diese funktionierte mittels zwei Elektroden. Wa¨hrend die erste Elektrode
das Membrapotential mißt, wird u¨ber die zweite Elektrode elektrische Ladungen ap-
pliziert.
Bei einem Aktionspotential gelingt es dann, durch Injektion von Ladung die Sollspan-
nung der ersten Elektrode aufrecht zu erhalten. Der Kompensationsstrom ist das A¨qui-
valent, des wa¨hrend des Aktionspotentials geflossenen Stromes.
Ein Fortschritt war die von Sakman und Neher entwickelte Methode, durch die es erst-
malig mo¨glich war Einzelkanalmessungen durchzufu¨hren:
Hier wird lediglich eine Elektrode verwendet. Diese mißt den Membranstrom u¨ber
einen hohen Referenzwiederstand und ist mit dem Versta¨rker verbunden. Fließt ein
Strom u¨ber die Membran, so wu¨rde sich auch die Spannung am Referenzwiederstand
a¨ndern. Dies verhindert ein Schaltkreis im Versta¨rker, die beno¨tigte Kompensations-
spannung entspricht dem geflossenen Strom.
Versuchsaufbau
Der Aufbau des Messplatzes entsprach Folgendem:
Das Invertmikroskop (Zeiss, Jena) befand sich auf einem schwingungsgeda¨mpften Mes-
stisch, umgeben von einem faradayschem Ka¨fig.
Beides schirmte den Messplatz gegenu¨ber a¨ußeren Sto¨rsignalen, Vibrationen oder elek-
tromagnetischen Wellen, ab. Außerhalb des Ka¨figs befand sich eine Kochplatte, mit
deren Hilfe die Perfusionslo¨sung erhitzt werden konnte. Das Perfusionssystem be-
stand aus einem zufu¨hrenden Schlauch, der in die Perfusionskammer fu¨hrte und ei-
nem abfu¨hrenden Schlauch, u¨ber den die verbrauchte Lo¨sung abfließen konnte. Eine
Rollerpumpe sorgte fu¨r den Durchfluss der Lo¨sung.
Das Invertmikroskop war mit einem beweglichen Objekttisch, auf dem sich die Per-
fusionskammer befand, ausgestattet. Die Patchpipette befand sich mitsamt Operati-
onsversta¨rker auf der Mikromanipulator-Einheit (Luigs & Neumann, Du¨sseldorf ). U¨ber
den Mikromanipulator konnte diese Einheit, entlang von drei verschiedenen Achsen
pra¨zise bewegt werden.
Sowohl die Patch-, als auch die Referenzelektroden bestanden aus Silberdra¨hten, die
regelma¨ßig chloriert wurden. Weiterhin war die Patchpitte u¨ber ein Schlauchsystem
mit einer Wassersa¨ule verbunden. Mithilfe eines Dreiwegehahns konnte man den von
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außen applizierten Druck aufrechterhalten.
Das vom Operationsversta¨rker registrierte Signal wurde u¨ber den Patch-Clamp-Versta¨r-
ker (EPC-7, HEKA, Lamprecht/Pfalz) und das ITC15-Board (HEKA, Lamprecht, Pfalz)
an den Computer weitergegeben. Dort konnte, mithilfe der entsprechenden Software
(Turbo Pascal Interface for Data Acquisition (TIDA), HEKA), das Stimulationsprotokoll
gestartet und die Ergebnisse analysiert werden.
Versuchsablauf
Die Versuche wurden bei Raumtemperatur (22-25°C) durchgefu¨hrt. Dies wirkte sich
positiv auf die Stabilita¨t der Zellmembranen aus und erleichterte das Patchen.
Das Experiment erfolgte nach folgenden Schritten:
Zu Beginn wurde die Probe in die bereits geflutete Badkammer platziert. Diese war mit
dem Objekttisch des Invert-Mikroskopes verbunden, sodass mit Hilfe der Objekttisch-
Steuerkno¨pfe eine passende Zelle, unter Sichtkontrolle, ausgewa¨hlt werden konnte.
Bevor die Pipette mit Hilfe des Mikromanipulators in die Badkammer getaucht wurde,
entsprach die Stromantwort Abbildung 2.1 (aus [81]). Es lag noch kein geschlossener
Stromkreis vor.
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Die Stromklemmenanordnung (Current-Clamp) misst dagegen bei konstant gehaltener 
Stromstärke das sich an der Membran einstellende Potential. Daraus lassen sich zum Beispiel 
Rückschlüsse auf das Ruhemembranpotential der Zelle herleiten oder Aktionspotentiale messen 
(vgl. Molleman, 2003; Numberger et al., 1996). 
 
 
3.2.1  Der Verstärker 
 
 
Das Prinzip des Patch-Clamp-Verstärkers beruht auf der Bestimmung des über die Membran 
fließenden Stroms. Die Bestimmung ergibt sich aus der Kompensationsspannung, die nötig ist, um 
die auf der Pipette angelegte Spannung konstant zu halten. 
 
  
 
 
 
 
Am Refer nzwiderstan  (Rf) des Stromspannungswandlers wird ein  einzust llend  Sollspannung 
(Usoll) konstant gehalten. Di  Sollspannung wird als so genanntes Haltepotential von dem 
Experimentator festgelegt und kann im Rahmen eines Messprotokolls unterschiedliche 
Spannungssprünge machen. Änderungen der Sollspannung am Rf werden von dem 
Operationsverstärker (OPA) kompensiert (Abb. 3.1). 
 
Der Operationsverstärker bekommt seinen Input einerseits von der Pipettenelektrode als Upip und 
andererseits als Sollspannung (Usoll). Das Output des OPA ergibt sich aus einer Verstärkung der 
Differenz zwischen Usoll und Upip. Fließt Strom durch die Zellmembran, dann ändert sich die 
Spannung an der Pipettenelektrode und führt zu einer Änderung der Differenz zwischen Usoll und 
Upip. Durch eine Verbindung zwischen dem Output des OPA und der Pipettenelektrode kommt es 
bei einer Spannungsdifferenz zu einem Stromfluss. Am Referenzwiderstand wird eine Spannung 
AbAbb. 3.1   Schaubild eines Patch-Clamp-Verstärkers (angepasst aus Numberger et al., 1996) 
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most cases an increase of around 1 M! is right. From this stage the pipette
should not be moved anymore, because the tip can be, at least in part, in
contact with the cell membrane and must be considered ‘contaminated’.
The next step is to remove the pipette pressure, which should drop the test
pulse response considerably. If not, it is very unlikely, but not impossible,
that a gigaseal can be obtained. The gigaseal can establish itself sponta-
neously but unfortunately in some preparations this is a bad sign: the
pipette is pressing on the membrane, making it liable to rupture on the
next manipulation, e.g. attempting to establish the whole-cell configura-
tion (see Section 4.2.1). Ideally a little suction – applied by mouth – will
give the desired result. There are a few issues regarding this stage in the
experiment that are worth mentioning:
• If during this phase the test pulse response increases significantly
(reduction in resistance), then there is practically no chance of obtain-
ing a gigaseal after that. The pipette tip will have cell material on it,
which shields some of the glass surface from the contact area on the
cell. This makes it impossible to form a complete seal. The only thing
to do is to replace the pipette and start over again. This may seem
laborious, but it is quicker than the countless hours wasted by
inexperienced experimenters trying to obtain a seal with a contami-
nated pipette.
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Figure 4.4 Current response to a block pulse with the patch pipette nearly touching the
cell. The response drops in amplitude, indicating increased resistance
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Figure 4.1 Current response to block p lse with the atch pipette out of the bathing
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Figure 4.2 Current response to a block pulse with the patch pipette in the bathing
solution. The response indicates that the pipette resistance Rpipette is 5 M!. Arrows
indicate where measurements should be taken to avoid the capacitive transients
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Abb ldun 2.1: Prinzip d r Strom ntwort ( urrent r s onse) auf einen Testimpuls von
10mV (command pot ntial). Wie in der Abbild ng dargestell , befindet sic die Pipette
noch außerhalb der Badlo¨sung, so dass zwischen Pipette und Referenzelektrode noch
kein geschlossener Stromkreis vorliegt. Daher erfolgt keine Stromantwort auf den Te-
stimpuls (aus [81]).
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Sobald sich die Pipette in der Lo¨sung befand, schloß sich der Stromkreis und auf
den Testimpuls von 10mV ergab sich eine Stromantwort entsprechend Abbildung 2.2.
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(Usoll) konstant gehalten. Die Sollspannung wird als so genanntes Haltepotential von dem 
Experimentator festgelegt und kann im Rahmen eines Messprotokolls unterschiedliche 
Spannungssprünge machen. Änderungen der Sollspannung am Rf werden von dem 
Operationsverstärker (OPA) kompensiert (Abb. 3.1). 
 
Der Operationsverstärker bekommt seinen Input einerseits von der Pipettenelektrode als Upip und 
andererseits als Sollspannung (Usoll). Das Output des OPA ergibt sich aus einer Verstärkung der 
Differenz zwischen Usoll und Upip. Fließt Strom durch die Zellmembran, dann ändert sich die 
Spannung an der Pipettenelektrode und führt zu einer Änderung der Differenz zwischen Usoll und 
Upip. Durch eine Verbindung zwischen dem Output des OPA und der Pipettenelektrode kommt es 
bei einer Spannungsdifferenz zu einem Stromfluss. Am Referenzwiderstand wird eine Spannung 
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most cases an increase of around 1 M! is right. From this stage the pipette
should not be moved anymore, because the tip can be, at least in part, in
contact with the cell membrane and must be considered ‘contaminated’.
The next step is to remove the pipette pressure, which should drop the test
pulse response considerably. If not, it is very unlikely, but not impossible,
that a gigaseal can be obtained. The gigaseal can establish itself sponta-
neously but unfortunately in some preparations this is a bad sign: the
pipette is pressing on the membrane, making it liable to rupture on the
next manipulation, e.g. attempting to establish the whole-cell configura-
tion (see Section 4.2.1). Ideally a little suction – applied by mouth – will
give the desired result. There are a few issues regarding this stage in the
experiment that are worth mentioning:
• If during this phase the test pulse response increases significantly
(reduction in resistance), then there is practically no chance of obtain-
ing a gigaseal after that. The pipette tip will have cell material on it,
which shields some of the glass surface from the contact area on the
cell. This makes it impossible to form a complete seal. The only thing
to do is to replace the pipette and start over again. This may seem
laborious, but it is quicker than the countless hours wasted by
inexperienced experimenters trying to obtain a seal with a contami-
nated pipette.
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Figure 4.4 Current response to a block pulse with the patch pipette nearly touching the
cell. The response drops in amplitude, indicating increased resistance
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Figure 4.2 Current response to a block pulse with the patch pipette in the bathing
solution. The response indicates that the pipette resistance Rpipette is 5 M!. Arrows
indicate where measurements should be taken to avoid the capacitive transients
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Abbildung 2.2: Prinzip der Stromantwort (current response) auf einen Testimpuls von
10mV (command potential). Wie in der Abbildung dargestellt, befindet sich die Pipet-
te nun innerhalb der Badlo¨sung, so dass zwischen Pipette und Referenzelektrode ein
geschlossener Stromkreis vorliegt. Auf den Testimpuls folgt eine Stromantwort von
2000pA (aus [81])
Als Na¨chstes wurde u¨ber das Schlauchsystem leicht positiver Druck ausgeu¨bt. Dies
verhinde te eine Verunreinigung der Pipett nspitze durch di Badlo¨sung. Nun wur-
de die Pipette vorsichtig in die Na¨he der Zelle gebracht, bis diese die Zellmembran
beru¨hrte. Dies fu¨hrte schlagartig zu einem Abfall der Stromantwort, durch Anstieg
des Widerstandes. Die Stromantwort entsprach daraufhin Abbildung 2.3.
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most cases an increase of around 1 M! is right. From this stage the pipette
should not be moved anymore, because the tip can be, at least in part, in
contact with the cell membrane and must be considered ‘contaminated’.
The next step is to remove the pipette pressure, which should drop the test
pulse response considerably. If not, it is very unlikely, but not impossible,
that a gigaseal can be obtained. The gigaseal can establish itself sponta-
neously but unfortunately in some preparations this is a bad sign: the
pipette is pressing on the membrane, making it liable to rupture on the
next manipulation, e.g. attempting to establish the whole-cell configura-
tion (see Section 4.2.1). Ideally a little suction – applied by mouth – will
give the desired result. There are a few issues regarding this stage in the
experiment that are worth mentioning:
• If during this phase the test pulse response increases significantly
(reduction in resistance), then there is practically no chance of obtain-
ing a gigaseal after that. The pipette tip will have cell material on it,
which shields some of the glass surface from the contact area on the
cell. This makes it impossible to form a complete seal. The only thing
to do is to replace the pipette and start over again. This may seem
laborious, but it is quicker than the countless hours wasted by
inexperienced experimenters trying to obtain a seal with a contami-
nated pipette.
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Figure 4.4 Current response to a block pulse with the patch pipette nearly touching the
cell. The response drops in amplitude, indicating increased resistance
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Figure 4.2 Current response to a block pulse with the patch pipette in the bathing
solution. The response indicates that the pipette resistance Rpipette is 5 M!. Arrows
indicate where measurements should be taken to avoid the capacitive transients
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Abbildun 2.3: Prinzip der Stromantwort (current r s onse) auf einen Testimpuls von
10mV (command potential). Wie in der Abbildung dargestellt, beru¨hrt die Pipette be-
reits die Zellmembran. Es kommt zum Absinken der Stromantwort, da sich der Wider-
stand erho¨ht (aus [81]).
Als na¨chstes wurde u¨ber das Schlauchsystem ein Unterdruck erzeugt. Dadurch ver-
band sich die Zellmembran fest mit der Pipettenspitze und der Widerstand stieg in
den Gigaohm Bereich an, der Strom reduzierte sich auf < 10pA. Die entstandene Ver-
bindung wird desw gen auch Gig seal genannt (s. Abbildung 2.4). Durch ei e stabil-
den Gigaseal wird das Auftreten vo Leckstro¨men mi imiert, wodurch die Messung
an Genauigkeit gewinnt.
most cases an increase of around 1 M! is right. From this stage the pipette
should not be moved anymore, because the tip can be, at least in part, in
contact with the cell membrane and must be considered ‘contaminated’.
The next step is to remove the pipette pressure, which should drop the test
pulse response considerably. If not, it is very unlikely, but not impossible,
that a gigaseal can be obtained. The gigaseal can establish itself sponta-
neously but unfortunately in some preparations this is a bad sign: the
pipette is pressing on the membrane, making it liable to rupture on the
next manipulation, e.g. attempting to establish the whole-cell co figura-
tion (see Section 4.2.1). Ideally a little suction – applied by mouth – will
give the desired result. There are a few issues regarding this stage in the
experiment that are worth mentioning:
• If during this phase the test pulse response increases significantly
(reduction in resistance), then there is practically no chance of obtain-
ing a gigaseal after that. The pipette tip will have cell material on it,
which shields some of the glass surface from the contact area on the
cell. This makes it impossible to form a complete seal. The only thing
to do is to replace the pipette and start over again. This may seem
laborious, but it is quicker than the countless hours wasted by
inexperienced experimenters trying to obtain a seal with a contami-
nated pipette.
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Figure 4.4 Current response to a block pulse with the patch pipette nearly touching the
cell. The response drops in amplitude, indicating increased resistance
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• Related to the above is the practice of removing the pipette pressure
and observing the test pulse response for a while before applying
suction. This creates the possibility that the membrane will ‘wobble’
and contaminate the pipette tip. It is best to remove the positive
pressure and immediately apply a little suction in a smooth transitio .
• Conversely, as long as the test pulse response is constant or decreasing,
there is the possibility that sealing will be successful. Some cells require
much patience and/or considerable suction. Generally, the attempt is
over when the test pulse response is increasing (seal break), when a
capacitive transient appears (the membrane patch under the pipette tip
has ruptured) or when a gigaseal is established (Figure 4.5).
A successful seal is indicated by a virtual absence of curre t response to
a test pulse, as indicated in Figure 4.5. The resistance should be more than
1 G! for most whole-cell recording applications, and even better for
single-channel recording. If the seal procedure has been performed in
‘search’ mode (where offset is automatically corrected), then now is the
current response
time
applying suction
seal break
patch break
gigaseal
Figure 4.5 Possible outcomes of an attempt at gig seal formation
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Abbildung 2. : Prinzip der Strom ntwort (curren response) auf einen Test mpuls von
10mv (command potential). Wie in der Abbildung dargestell , hat sich die Pipe t durch
den Unterdruck fest mit d r Zellmembran verbund n. Der Widerstand steigt in den
Gigaohm bereich an und la¨sst nur einen geringen Strom zu (aus [81]).
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Die vorliegende Konfiguration wird auch als ”Cell-attached Mode“ bezeichnet und
bildet den Ausgangspunkt fu¨r alle weiteren Konfigurationen, die nun erreicht werden
ko¨nnen: Whole-Cell (s. Abbildung 2.5), Inside-Out und Outside-Out.
In dieser Arbeit wurde ausschließlich in Whole-Cell Konfiguration gearbeitet. Um die-
se zu erreichen wurde im Cell-attached Mode etwas Unterdruck u¨ber die Pipette auf
die Zellmembran ausgeu¨bt. Ab einem bestimmten Druck riss die Zellmembran un-
ter der Pipettenspitze auf. Dadurch bestand eine direkte Verbindung zwischen Pi-
pette und Intrazellula¨rraum. Die Stromantwort entsprach dann Abbildung 2.5. Dies
besta¨tigte, dass ein Whole Cell Modus vorlag.
Vorteile des Whole Cell Modus waren, dass so der gesamte Strom, der u¨ber die Zell-
membran floss, gemessen werden konnte. Schnell konnte beurteilt werden, welche Io-
nenkana¨le an der Stromantwort beteiligt sind. Gleichzeitig konnte die Zusammenset-
zung des Cytosols kontrolliert werden und mittels diverser Substanzen auf extrazel-
lula¨rer Seite stimuliert/inhibiert werden. Nachteilig war dabei die direkte Verbindung
des Cytosols mit der Pipettenlo¨sung, da einige intrazellula¨re Faktoren so ausgewa-
schen wurden. [81]
There are two methods to break the patch of membrane under the
pipette.
1. A suction pulse can be applied through the pipette pressure tubing.
The suction is applied by mouth. This is a skill that needs practice. The
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Figure 4.6 A typical whole-cell current response A positive or a negative test pulse can be
used, whichever has the smallest likelihood of activating ion channels
time
current
response
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Figure 4.7 A whole-cell current response to a square test pulse is made up of a transient
RC response formed by the series resistance Rseries(¼ Rpipette þ Raccess) and the cell
capacitance Cm, and an ohmic or steady-state component determined by the membrane
resistance Rm
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Abbildung 2.5: Prinzip der Stromantwort (current response) auf einen Testimpuls von
10mV (command potential). Wie in der Abbildung dargestellt, wurde durch etwas Un-
terdruck an der Pipettenspitze der Whole-Cell Modus erreicht. Dabei entstand die
abgebildete charakteristische Stromantwort. Zu Beginn und am Ende entstanden zwei
Artefakte, die durch die Pipetten- und Membrankapazita¨t zu erkla¨ren sind und durch
den Patch-Clamp Verstra¨ker kompensiert werden (aus [81]).
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Praktische Durchfu¨hrung
Zuna¨chst wurde die frisch angesetzte Badlo¨sung auf der Kochplatte auf 68,0°C er-
hitzt. Die Temperatur wurde wa¨hrend des gesamten Vorganges konstant gehalten und
mittels Thermometer kontrolliert. Die Aufrechterhaltung dieser hohen Temperatur ist
notwendig gewesen, da beim Durchfluss der Lo¨sung durch den zufu¨hrenden Schlauch
in die Badkammer ein Wa¨rmeverlust entstand. In der Perfusionskammer hatte die
Lo¨sung dann die Soll-Temperatur von 45,0°C.
Die fu¨r die Versuche verwendeten Glaspipetten wurden am jeweiligen Versuchstag
hergestellt. Hierzu wurde ein Mikropipettenzieher verwendet (DMZ Universal Micro-
electrode Puller, Zeitz, Augsburg), der aus Borosilikatglasro¨hrchen (Clark, Maisfeld) die
Pipetten vollautomatisch herstellte. Die Glaspipette wurde sodann mit intrazellula¨rer
Lo¨sung gefu¨llt, ohne dass Luftblasen in der Flu¨ssigkeit verblieben. Daraufhin wurde
die Glaspipette u¨ber die Patchelektrode gezogen.
Nun wurde ein Deckgla¨schen, auf dem sich die am Tag zuvor passagierten Zellen be-
fanden, in die Perfusionskammer gelegt. Durch das Passagieren wurde die Extrazel-
lula¨rmatrix der ARPE19-Zellen zum gro¨ßten Teil aufgelo¨st. Da die Zellen in serum-
freien Medium gehalten wurden, war auch die Menge an Extrazellula¨rmatrix, welche
die Zellen u¨ber Nacht bildeten, gering. Dies erleichterte das Entstehen eines Gigaseals,
da die Extrazellula¨rmatrix ein direktes Aufliegen der Pipettenspitze auf die Zellmem-
bran erschwert. Durch das Halten im serumfreiem Medium wurden zusa¨tzlich Ein-
flu¨sse auf die elektrophysiologische Aktivita¨t der Zelle minimiert.
Nachdem das Deckglas mit den Zellen in die Perfusionskammer gelegt wurde, war ei-
ne fu¨r den Versuch geeignete Zelle auszuwa¨hlen. Geeignet waren vor allem die Zellen,
die eine ”Spiegelei“-fo¨rmige Morphologie aufwiesen. Dies bedeutete: Kern-Plasma Re-
lation zu Gunsten des Plasmas verschoben, der Zellkern lag idealerweise zentral in der
Zelle, das Zytoplasma war von Pigment durchzogen.
Als Na¨chstes wurde die Patchpipette in die Perfusionskammer getaucht. Der Pipet-
tenwiderstand betrug dabei zwischen 3-5 MΩ. Danach kompensierte man das Offset-
potential am Versta¨rker. U¨ber das Schlauchsystem wurde leicht postiver Druck ap-
pliziert, um die Pipettenspitze vor Verunreinigungen zu schu¨tzen. Vorsichtig wurde
die Pipette der ausgewa¨hlten Zelle gena¨hert. Die Entstehung eines Gigaseals wurde
insbesondere dann erreicht, wenn man sich der Zelle diagonal und leicht u¨ber dem
Zellkern versetzt anna¨herte (s. Abbildung 2.6). Dies hatte den Vorteil, dass die durch
den Mikromanipulator vorgegebene Bewegungsrichtung entlang der longitudinalen
Achse der Pipette selbst verlief. Zudem war an der entsprechenden Fla¨che die Zell-
membran gegenu¨ber der Pipettenspitze flach exponiert. Hierdurch wurde ein Kontakt
der kompletten Pipettenspitze mit der Zellmembran ermo¨glicht.
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4.1.3 Making the seal
In the final position, contact between the pipette tip and the cell should not
stress the membrane but be complete all around the tip. It follows that the
spot to aim for on a cell should face the pipette tip as straight on as
possible, and that the final movement of the pipette should be as near the
longitudinal axis of the pipette as possible (Figure 4.3).
Once the target is chosen, the pipette tip is positioned near the cell using
the fine micromanipulator. At this point the final baseline nulling takes
place using the amplifier’s offset knob, because this is the last stage where
the recording apparatus is not influenced by the cell. Ideally, the final
approach is monitored simultaneously on the microscope and on the
oscillating test pulse. This is possible if the microscope is equipped with a
video camera and the video monitor is next to the oscilloscope or
computer monitor. The transition between final approach (as seen on the
video screen) and contact (as indicated by changes in the test pulse
response) can then be executed fluently. However, most patch clamp rigs
do not have a video camera, so the experimenter must use judgement and
look back and forth between the microscope and the test pulse to perform
this vital step. (In the case of recording from a cell in tissue such as brain
slices, the experimenter often cannot see the exact cell that is going to be
patched at all.) Near-contact is indicated by a dip in the test pulse response
(signifying increased resistance) caused by occlusion of the pipette opening
by the cell (Figure 4.4). In some cases the response also wobbles because
the pipette pressure causes the membrane to flutter slightly.
The optimum size of increase in resistance is variable from situation to
situation, depending on pipette geometry, cell type and pipette pressure. In
✘ ✔
✘
cell
patch pipette
Figure 4.3 To obtain full contact between the cell and the patch pipette without stressing
the membrane, the approach and location must be considered carefully
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There are two methods to break the patch of membrane under the
pipette.
1. A suction pulse ca be applied through the pipette pressure tubing.
The suction is applied by mouth. This is a skill that needs practice. The
time (ms)
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Figure 4.6 A typical whole-cell current response A positive or a negative test pulse can be
used, whichever has the sm llest likelihood of activating ion channels
time
current
response
IRm
Rseries . Cm
Figure 4.7 A whole-cell current response to a square test pulse is made up of a transient
RC response formed by the series resistance Rseries(¼ Rpipette þ Raccess) and the cell
capacitance Cm, and an ohmic or steady-state component determined by the membrane
resistance Rm
4.2 WHOLE-CELL MODES 105
Substanz)
(mM)
Badlösung) Pipe7enlösung
NaCl 136 10
CsCl 6,3 100
)MgCl2 0,9 2
CaCl2 1 0,5
NaHCO3 4,2 E
Na2HPO4 1,1 E
HEPES 25 10
Glukose 1,1 E
EGTA E 5,5
Tabelle)2.1.)Zusammensetzung)der)BadE)und)Pipe7enlösung.)Die)Angaben)sind)in)mM.
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der korrekt n Anna¨herungsweise der Pipet-
te an eine Zelle (aus [81])
Sobald die Pipettenspitze die Zellmembran beru¨hrte, kam es zu einem deutlichen
Abfall der Stromantwort auf den Testimpuls. Daraufhin konnte durch Saugen am
Schlauchsystem negativer Druck ausgeu¨bt werden, wodruch sich die Zellmembran
dicht mit der Pipettenspitze verband. Ein Gigaseal entstand, sobald der Widerstand
auf mindestens 1GΩ angestiegen war, beziehungsweise der Testimpuls von 10mV ei-
ne Stromantwort von max. 10pA generierte.
Sodann wurde das Potential der Zelle u¨ber den Patch-Clamp-Versta¨rker auf
-40mV geklemmt. Dies entsprach dem Ruhepotential der Zellen und stabilisierte die
Verbindung zwischen Pipette und Zellmembran.
Da alle Experimente im Whole-Cell-Modus stattfanden, wurde der negative Druck
an der Pipettenspitze solange versta¨rkt, bis sich die Stromantwort durch Zellkapa-
zita¨t, Zugangswiderstand und Pipettenwiderstand charakteristisch vera¨nderte (s. Ab-
bildung 2.5). Als na¨chstes wurde mithilfe des Integrals unter der Stromkurve (unter
Ausschluss der kapazitiven Effekte) die Membrankapazita¨t der Zelle berechnet. Schließ-
lich wurden noch die kapazitiven Effekte u¨ber einen Regler am Patch-Clamp-Versta¨rker
ausgeglichen, sodass mit der Messung begonnen werden konnte.
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Stimulationsprotokolle
Fu¨r die Versuche wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet. Das erste Proto-
koll (Rampenprotokoll) erlaubte eine kontinuierliche Aufnahme u¨ber 160 Sekunden.
Eine einzelne Stimulation dauerte 0,5 Sekunden und zwischen den Stimulationen lag
ein Zeitfenster von 1,1 Sekunden. Ausgehend von einem Haltepotential (-40mV), wel-
ches dem Ruhepotential der Zellen entsprach, stieg bei Stimulation das Potential von
-140mV bis +60mV linear an. Der Anstieg verlief u¨ber einen Bereich von 200mV (s.
Abbildung 2.7).
Das Protokoll bot folgende Vorteile:
Wegen des vergleichsweise langen Zeitfensters von 160 Sekunden konnte eine ausge-
dehnte Aufzeichnung u¨ber den Strom, der durch die Membran floss, gewonnen wer-
den. Durch die hohe Frequenz, mit der die Stimulationen aufeinander folgten, konnten
Vera¨nderungen zeitnah erfasst und abgebildet werden.
U (mV)
+60
-40
-140
1 sek
Abbildung 2.7: Schematische Abbildung des Rampenprotokolls. Die Werte sind Span-
nungsangaben und entsprechen den Anfangs- bzw. Endwerten.
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Das zweite Protokoll (Pawel-Rev) war ebenfalls eine kontinuierliche Aufnahme u¨ber
125 Sekunden. Eine Stimulation dauerte 2 Sekunden, zwischen zwei aufeinanderfol-
genden Stimulationen lag ein Fenster von 0,5 Sekunden.
Wieder wurde ein Haltepotential von -40mV gewa¨hlt. Sodann wurden die Zellen zehn-
mal fu¨r jeweils 0,1 Sekunden mit aufsteigenden Potentialen stimuliert. Begonnen wur-
de bei -140mV, die Potentialdifferenz zur jeweils na¨chsten Stimulation lag bei 20mV,
sodass maximal +60mV erreicht wurden. Zwischen den Stimulationen wurde das Po-
tential fu¨r 0,1 Sekunden bei -40mV gehalten (s. Abbildung 2.8)
Abbildung 2.8: Schematische Abbildung des Pawel-Rev. Die Werte sind Spannungsan-
gaben und entsprechen den Anfangs- bzw. Endwerten.
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2.3 Lo¨sungen und Chemikalien
Lo¨sungen und Chemikalien fu¨r Patch-Clamp Experimente
Die fu¨r die Experimente beno¨tigte Bad- und Pipettenlo¨sung wurde kaliumfrei gehal-
ten. Dies war notwendig, um die Aktivita¨t von Maxi-K-Kana¨len zu unterbinden, da sie
die Stro¨me anderer Kana¨len deutlich u¨berlagert ha¨tten.
Die Lo¨sungen wurden mit HEPES gepuffert, sowie auf einen pH von 7,4 (Badlo¨sung)
oder 7,2 (Pipettenlo¨sung) mit Natriumhydroxid oder Tris titriert. Vor Gebrauch wurden
alle Lo¨sungen einmalig gefiltert. Die Zusammensetzung der Lo¨sungen ist Tabelle 1.1
zu entnehmen.
Substanz Badlo¨sung (mM) Pipettenlo¨sung (mM)
NaCl 136 10
CsCl 6,3 100
MgCl2 0,9 2
CaCl2 1 0,5
NaHCO3 4,2 -
Na2HPO4 1,1 -
HEPES 25 10
Glukose 1,1 -
EGTA - 5,5
Tabelle 2.1: Zusammensetzung der Bad- und Pipettenlo¨sung
Weitere Substanzen, die fu¨r die pharmakologische Charakterisierung oder zur Stimu-
lation der TRPV2-Kana¨le gebraucht wurden, sind:
Substanz Konzentration (µM)
Cannabidiol (Tocris Bioscience, Wiesbaden) 5
Ruthenium Rot (Sigma Aldrich, Mu¨nchen) 20
SKF 96365 (Tocris Bioscience, Wiesbaden) 20
LY 294002 (Sigma Aldrich, Mu¨nchen) 30
Lanthan 100
Insulin-like Growth Factor 1 50 (ng/ml)
Tabelle 2.2: Substanzen fu¨r die pharmakologische Charakterisierung oder Stimulation
der TRPV2 Kana¨le
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Lo¨sungen und Chemikalien fu¨r Zellkultur
• Dulbecco’s modified Eagle medium: Nutrient Mixtur F-12 (DMEM/F-12, GIBCO)
• Zusatz Streptomycin und Penicillin, sowie 10%FCS
• Trypsinlo¨sung
• phosphatgepufferte Salzlo¨sung (PBS)
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Kapitel 3
Ergebnisse
Im vorangegangenen Kapitel wurde der Versuchsablauf im Einzelnen dargestellt. Alle
Aufnahmen erfolgten im Whole-Cell Modus. Zwei verschiedene Stimulationsproto-
kolle wurden angewandt.
Da in den Versuchen ARPE19-Zellen mittels erhitzter Extrazellula¨rlo¨sung stimuliert
wurden, ist auf eine Besonderheit hinzuweisen:
Die Temperaturerho¨hung der Badlo¨sung fu¨hrte oft zur Instabilita¨t des Patches, bzw.
Membran und so zu Fluktuationen in der Messung. Deshalb wurden ausschließlich
Aufnahmen ausgewertet, die u¨ber den Zeitraum von mindestens 40 Sekunden nach
Hitzeimpuls stabil waren und keine Fluktuationen zeigten.
Nach Hitzeimpuls wurden die Stro¨me fu¨r die Auswertung herangezogen, die 25 Se-
kunden nach Hitzeimpuls gemessen wurden. Als Ruhewert galten Stro¨me, die circa 10
Sekunden vor Hitzeimpuls gemessen wurden.
Die Membrankapazita¨t der Zellen wurde vor der Applikation der jeweiligen Substan-
zen, bzw. vor Hitzeimpuls gemessen.
Gesamtstro¨me, sowie Ein- und Auswa¨rtsstro¨me wurden vor und nach Applikation/
Hitzeimpuls gemessen, ebenso die Umkehrpotentiale.
Um zu verhindern, dass die gesuchten TRPV2 Stro¨me von Maxi-K+-Kanalaktivita¨t
u¨berlagert wurden, wurde eine kaliumfreie Extra- und Intrazellula¨rlo¨sung verwendet.
Fu¨r die Analyse wurde nicht die absolute Leitfa¨higkeit (pA) der Zellen herangezogen,
sondern stets die Stromdichte (pApF−1). Dadurch konnte man die Zellen untereinan-
der besser vergleichen, da so die Zellgro¨ße bzw. Membrankapazita¨t, die sich auf die
Leitfa¨higkeit auswirkt, Beru¨cksichtigung fand.
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3.1 Kontrollexperimente
Ziel
Um den Einfluss von Lo¨sungsmitteln auf die Ionenstro¨me auszuschließen, wurden
Kontrollversuche mit dem Lo¨sungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) durchgefu¨hrt.
Ablauf
ARPE19-Zellen wurden 100 Sekunden lang mit DMSO inkubiert. Wa¨hrendessen wur-
de der Membranstrom gemessen. Die Konzentration des Lo¨sungsmittels betrug dabei
1.25 vol‰.
Ergebnis
In den Versuchen zeigten sich 100 Sekunden nach Substanzapplikation keine signifi-
kanten Vera¨nderungen des Membranstromes: 5.6 pApF−1 ± 1.1 (n=8) vs. 5.7 pApF−1
± 1.2 (n=8). Gleiches galt fu¨r die Ein- und Auswa¨rtsstromdichte. Ebenso zeigten sich
keine signifikaten Vera¨nderungen der Umkehr- und Haltepotentiale
Zusammenfassung
DMSO zeigte keinerlei Auswirkung auf die Leitfa¨higkeit der ARPE19-Zellen. In Ab-
bildung 3.1 ist ein Stimulationsprotokoll aus der Versuchsreihe abgebildet. Tabelle 3.1
stellt eine U¨bersicht der Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe dar.
0"pA
DMSO
12.5"sek
5"nA
MSO
0 nA
5 nA
12.5 sek
Abbildung 3.1: Untersuchung der Wirkung des Lo¨sungsmittels DMSO (1.25 vol‰) auf
ARPE19-Zellen unter Verwendung des Stimulationsprotokolls Pawel-Rev. Es zeigten
sich keinerlei Vera¨nderungen der Membranstro¨me und Haltepotentiale.
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Verwendete Substrate DMSO
Anzahl untersuchter Zellen 8
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 5.6 ± 1.14
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 5.7 ± 1.2
Steigerung (%) -1.3 ± 1.5
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.07 ± 0.06
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.5 (n.s.)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 4.4 ± 0.9
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 4.5 ± 0.9
Steigerung (%) 2.3 ± 1.7
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.1 ± 0.01
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.1 (n.s.)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 1.1 ± 0.2
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 1.0 ± 0.1
Steigerung (%) -3.8 ± 3.5
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.09 ± 0.03
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.1 (n.s.)
Jhold Kontrolle (mV) -50.8 ± 7.4
Jhold Stimulation (mV) -51.5 ± 7.1
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 0.06 ± 0.2
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.6 (n.s.)
Tabelle 3.1: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von DMSO auf
ARPE19-Zellen untersucht wurde. Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstrom-
dichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdichte; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Strom-
dichtendifferenz; Jhold = Haltepotential; “Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ru-
hebedingungen, “Stimulation “den Wert nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p
<0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant.
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3.2 Hitze induzierte Stro¨me in ARPE19-Zellen
Ziel
In der na¨chsten Versuchsreihe wurde der Einfluss von Hitze auf ARPE19-Zellen unter-
sucht. Hitze gilt als direkter Aktivator einiger Ionenkana¨le, darunter auch TRPV2.
Ablauf
Die Zellen wurden mit erhitzter Extrazellula¨rlo¨sung stimuliert. Die Temperatur be-
trug min. 45°C. Dies ist der Schwellenwert, um die TRPV2-Kana¨le zu aktivieren. Nach
dem Hitzeimpuls kam es nach durchschnittlich 12.4 sek ± 0.9 (n=8) zur Zunahme der
Stromdichte. Die maximale Reizantwort war schwer zu bestimmen. Durch die Hitze
nahm die Stabilita¨t des Patches ab. In zwei von acht Experimenten kam es 63.5 sek
± 3.5 nach Hitzeapplikation zu einem Verlust des Patches aufgrund von Membranin-
stabilita¨t oder Leaks. Somit wurde stets der Wert als Reizantwort verwertet, der 25
Sekunden nach Hitzeapplikation gemessen wurde, da man hier noch davon ausge-
hen konnte, dass die gemessene Stromantwort auf die Aktivita¨t einzelner Ionenkana¨le
zuru¨ckzufu¨hren und nicht durch Leakstro¨me oder Membraninstabilita¨t bedingt war.
Dies galt auch fu¨r alle folgenden Versuche, in denen mit Hitze stimuliert wurde.
Die Temperatur der erwa¨rmten Badlo¨sung entsprach durchscnittlich 48.1°C ± 1.1.
Hitze
0'pA
7.5'sek
0.5'nA
45°C
0 n
0.5 nA
7.5 sek
Abbildung 3.2: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) auf ARPE19-Zellen unter
Verwendung des Rampenprotokolls. Es zeigten sich signifikante Vera¨nderungen der
Stromdichten, Haltepotentiale, sowie Umkehrpotentiale.
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Abbildung 3.3: Vergleich der absoluten Stromdichten, vor und nach Hitzeapplikati-
on. Die linke Abbildung bildet die Gesamtstromdichte ab, wa¨hrend die Mittige die
Einwa¨rtsstromdichte und die Rechte die Auswa¨rtsstromdichte darstellt. Die Balken
entsprechen dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Stan-
dardfehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die
Beschriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate
Ergebnis
Durch die Versuche konnte besta¨tigt werden, dass Hitze Stro¨me in ARPE19-Zellen in-
duziert. Die Analyse der Stromdichten ergab eine signifikante Zunahme der Gesamt-
stromdichte um 37.7% ± 6.3 (p=0.026) (n=8). Außerdem stieg die Einwa¨rtsstromdich-
te um 61.3% ± 17.7 (p=0.03) an, wa¨hrend die Auswa¨rtsstromdichte um 11.7 % ± 10.8
abnahm. Die Differenz war aufgrund der niedriegen Stromdichten gering und lag bei
4 J = 0.8 pApF−1.
Eine Stromantwort war allerdings nicht immer nach erfolgter Hitzeapplikation messbar.
Insgesamt zeigte sich bei 14 von 23 gemessenen Zellen eine Vera¨nderung der Leitfa¨hig-
keit nach Hitzeapplikation. In 9 Fa¨llen blieb diese jedoch aus (39%).
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Zusammenfassung
Hitze vermag es, die Leitfa¨higkeit von ARPE19-Zellen, zu steigern. Die Stromdichten
sind nochmals in Abbildung 3.3 abgebildet. Abbildung 3.2 zeigt ein Stimulationspro-
tokoll aus der Versuchsreihe, 3.4 ein Strom-Spannungs-Diagramm. Tabelle 3.2 gibt
eine U¨bersicht u¨ber die Ergebnisse.
Abbildung 3.4: Strom-Spannungs-Diagramm einer ARPE19-Zelle mit Abbildung des
Ruheverlaufs (schwarz), sowie dem Verlauf nach Hitze Stimulation (rot).
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Verwendete Aktivatoren Wa¨rme (45°C)
Verwendete Inhibitoren -
Anzahl untersuchter Zellen 8
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 17.5 ± 5.4
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 24.6 ± 7.7
Steigerung (%) 37.7 ± 6.3
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 7.1 ± 2.3
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.026 (∗)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) -13.7 ± 4.2
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) -21.7 ± 6.8
Steigerung (%) 61.3 ± 17.7
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) -8 ± 2.6
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.023 (∗)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 3.7 ± 1.2
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 2.9 ± 1.2
Steigerung (%) -11.7 ± 10.8
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) -0.8 ± 0.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.03 (∗)
Erev Kontrolle (mV) 0.3 ± 6.3
Erev Stimulation (mV) 10.1 ± 5.8
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 9.8 ± 0.53
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.002 (∗ ∗)
Jhold Kontrolle (mV) -105.0 ± 22.1
Jhold Stimulation (mV) -186.6 ± 51.9
4 J = JStim. - JKontr. (mV) -81.6 ± 29.9
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.03 (∗)
Tabelle 3.2: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C) auf
ARPE19-Zellen untersucht wurde. Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstrom-
dichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdichte; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Strom-
dichtendifferenz; Jhold = Haltepotential; “Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ru-
hebedingungen, “Stimulation “den Wert nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p
<0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant.
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3.3 Pharmakologie der Hitze induzierten Stro¨me
Ziel
Die Versuche aus 3.2 hatten bewiesen, dass es mo¨glich ist, Stro¨me in ARPE19-Zellen
mittels Hitze zu induzieren. Die na¨chste Versuchreihe sollte untersuchen, ob diese
Steigerung auf TRPV2 -Kanalaktivita¨t zuru¨ckzufu¨hren war.
Ablauf
ARPE19-Zellen wurden 30 Sekunden mit verschiedenen Inhibitoren inkubiert, bevor
sie wieder mit Hitze stimuliert wurden. Drei Inhibitoren wurden verwendet: Rutheni-
um Rot, Lanthan und SKF96365.
Um die Ergebnisse mit denen aus 3.2 vergleichen zu ko¨nnen, wurden die Experimente
mit den gleichen Zeitelementen wie in 3.2 durchgefu¨hrt.
Ergebnis
Ruthenium Rot:
Ist von den verwendeten Inhibitoren der unspezifischste fu¨r TRPV2-Kana¨le, da er ne-
ben diesen weitere TRPV-Kana¨le, Ryanodin Rezeptoren, TRPA-, TRPC-, TASK-Kana¨le
etc. hemmt [126]. Dennoch konnte durch Ruthenium Rot das Spektrum mo¨glich be-
teiligter Ionenkana¨le eingegrenzt werden.
Ruthenium Rot (20µMol) verhinderte eine Zunahme der Leitfa¨higkeit durch Hitze.
Die prozentuale Steigerung betrug nach Hitzeimpuls nur 3% (p=0.5) (n=5), mit 4 J =
0.2 pApF−1. Dies spiegelte sich auch in den Ein- und Auswa¨rtsstro¨men wieder, die kei-
ne signifikanten Vera¨nderungen nach Hitzeapplikation zeigten. Ebensowenig kam es
zu Vera¨nderungen der Umkehr- und Haltepotentiale. Eine U¨bersicht der Werte stellt
Tabelle 3.3 dar.
Interessant war neben den Vor- und Nachher Vergleichen innerhalb des Experiments
auch der Vergleich zu den Experimenten aus 3.2:
Werden die prozentualen Steigerungen verglichen, zeigt sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen alleiniger Hitzewirkung (37.7% ± 6.3 (n=8)) und zusa¨tzlicher Ruthe-
nium Rot Inkubation (12.4% ± 5.4 (n=5)) von p= 0.001 (∗) (s. Tabelle 3.8). Ebenso war
die Steigerung der Einwa¨rtsstromdichten (61.3 ± 17.7 vs. 7.2 ± 7.3) signifikant un-
terschiedlich mit p= 0.04 (∗). In den Versuchen mit Ruthenium Rot kam es zu einer
Abnahme der Auswa¨rtsstromdichte, die a¨hnlich groß war, wie durch reine Hitzewir-
kung, sodass verglichen mit den Werten aus den Versuchen aus 3.2 keine signifikante
Vera¨nderung festzustellen war p= 0.22 (n.s.).
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Abbildung 3.5: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) auf ARPE19-Zellen un-
ter Verwendung des Rampenprotokolls, mit vorheriger Inkubation mit Ruthenium Rot
(20µMol). Es zeigten sich signifikante Vera¨nderungen der Stromdichten, Haltepoten-
tiale, sowie Umkehrpotentiale.
Lanthan:
In der na¨chsten Versuchsreihe wurde die Wirkung des Inhibitors Lanthan (100µMol)
untersucht. Lanthan ist ebenso wie Ruthenium Rot ein unspezifischer Hemmstoff fu¨r
TRP-Kana¨le, jedoch bleiben TRPV1-Kana¨le durch Lanthan unbeeinflusst [71, 126].
Dieser Unterschied ist relevant, da die Mo¨glichkeit gegeben war, durch Hitze die TRPV1-
Kana¨le zu aktivieren. Deren Aktivierungsschwelle liegt etwas tiefer (43°C), sodass ei-
ne U¨berlagerung von TRPV1- und TRPV2-Stro¨men nicht auszuschließen war. Außer-
dem besitzt der zuvor verwendete Inhibitor Ruthenium Rot ein sehr breites Spektrum
hemmbarer Ionenkana¨le, sodass durch Lanthan die mo¨glicherweise beteiligten Ionen-
kana¨le etwas eingegrenzt werden konnten.
Durch Inkubation mit Lanthan konnten hitzeinduzierte Stro¨me blockiert werden.
Lanthan reduzierte die Stromdichte auf Werte unterhalb des Ruhewerts: Abnahme der
Stromdichte = -5.8% ± 4.2 (n=5), mit 4 J = 0.04 ± 0.5 pApF−1. Der Unterschied blieb
jedoch nicht signifikant. Lediglich die Haltepotentiale nahmen um 4 J = -12.8 ± 1.4 pA
ab und waren vom Ruhewert siginifkant unterschiedlich mit p= 0.04 (∗) (n=5). (U¨ber-
sicht s. Tabelle 3.3)
Verglichen mit den Experimenten aus 3.2 (Hitzewirkung) kam man zu folgenden Er-
gebnissen: Lanthan hemmt die Hitzewirkung signifikant. So kam es unter Hitzewir-
kung (ohne Lanthan) zu einer Steigerung von 37.7% ± 6.3 (n=8), wa¨hrend eine vor-
herige Inkubation mit Lanthan zu einer Abnahme von 5.8% ± 4.2 (n=5) fu¨hrte. Dies
entspricht einem Unterschied von p= 0.0004 (∗ ∗ ∗) (s. Abbildung 3.8). Auch die Stei-
gerungen der Einwa¨rtsstro¨me unterschieden sich signifikant voneinander p= 0.01 (∗),
wa¨hrend die u¨brigen Werte (Auswa¨rtsstromdichte, Halte- und Umkehrpotential) kei-
nen signifkanten Unterschied zeigten. Tabelle 3.3 gibt eine U¨bersicht u¨ber die Ergeb-
nisse.
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Abbildung 3.6: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) auf ARPE19-Zellen
unter Verwendung des Rampenprotokolls, mit vorheriger Inkubation mit Lanthan
(100µMol). Es zeigten sich signifikante Vera¨nderungen der Stromdichten, Haltepoten-
tiale, sowie Umkehrpotentiale.
SKF96365:
Von den verwendeten Inhibitoren war SKF96365 (20µMol) der spezifischste fu¨r TRPV2-
Kana¨le, da SKF96365 mit hoher Affinita¨t TRPV2-Kana¨le hemmt und geringen Einfluss
auf andere Ionenkana¨le hat [126, 58]. Durch SKF96365 sollte die Stromdichtenzunah-
me durch Hitze direkt auf TRPV2-Kanalaktivita¨t zuru¨ckgefu¨hrt werden ko¨nnen, nach-
dem durch die vorherigen Experimente die Anzahl mo¨glich beteiligter Ionenkana¨le
stark eingegrenzt wurde.
Nach Inkubation der ARPE19-Zellen mit SKF96365 und spa¨terem Hitzeimpuls kam
es zu keinem signifkanten Anstieg in der Gesamtleitfa¨higkeit der Zellen 4 J = -0.2 ±
0.2, Steigerung (%) = -5.1 ± 5.5 (n=4). Ebenso unterschieden sich die Werte fu¨r Ein-
und Auswa¨rtsstromdichten , sowie Halte- und Umkehrpotential nicht signifikant von-
einander.
Dass SKF96365 die Hitzewirkung inhibiert, zeigt nochmals der Quervergleich zu 3.2:
Der Vergleich der Gesamtstromdichten ergab einen Unterschied mit Signifikanzniveau
von p= 0.0015 (∗), auch die Einwa¨rtsstromdichten zeigten einen signifkanten Unter-
schied (p= 0.03 (∗)). Durch SKF96365 kam es zur Abnhame der Einwa¨rtsstro¨me 4 J =
0.01 ± 0.0., unterschied sich jedoch nicht signifkant von den Werten aus 3.2.
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Abbildung 3.7: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) auf ARPE19-Zellen un-
ter Verwendung des Rampenprotokolls, mit vorheriger Inkubation mit SKF96365
(20µMol). Es zeigten sich signifikante Vera¨nderungen der Stromdichten, Haltepoten-
tiale, sowie Umkehrpotentiale.
Zusammenfassung
Zusammenfassend konnte in allen 3 Versuchsreihen (Ruthenium Rot, Lanthan, SKF96365),
ein Anstieg der Stromdichte durch Hitzeeinwirkung verhindert werden. Dabei stieg
die Spezifita¨t der Inhibitoren fu¨r TRPV2-Kana¨le stetig an (SKF96365> Lanthan> Ru-
thenium Rot). Die verwendeten Pharmaka entsprechen dem pharmakologischen Pro-
fil der TRPV2-Kana¨le. Dies macht die Aktivita¨t von TRPV2-Kana¨len wahrscheinlich.
Abbildung 3.8 stellt nochmals graphisch die prozentualen Stromdichtensteigerungen
nach Hitzeapplikation mit vorheriger Inkubation der Inhibitoren dar. Tabelle 3.3 gibt
eine U¨bersicht u¨ber die Ergebnisse.
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Abbildung 3.8: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation, sowie unter Verwendung der drei Inhibitoren. Die Balken entsprechen dabei
den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standardfehlerabweichung.
Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung unterhalb
der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren Wa¨rme (45°C
Verwendete Inhibitoren Ruthenium Rot SKF96365 Lanthan
Anzahl untersuchter Zellen 5 4 5
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 12.4 ± 5.4 10.4 ± 3.3 13.97 ± 6.9
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 12.6 ± 5.7 10.2 ± 3.5 13.93 ± 7.4
Steigerung (%) 3.0 ± 3.4 -5.1 ± 5.5 -5.8 ± 4.2
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.2 ± 0.3 -0.2 ± 0.2 -0.04 ± 0.5
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.5 (n.s.) 0.5 (n.s.) 0.9 (n.s)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 9.2 ± 4.3 7.8 ± 2.3 11.2 ± 5.6
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 9.5 ± 4.2 7.6 ± 2.4 11.1 ± 5.6
Steigerung (%) 7.2 ± 7.3 -3.1 ± 6.9 -2.9 ± 2.7
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.3 ± 0.1 -0.1 ± 0.1 0.1 ± 0.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.3 (n.s.) 0.6 (n.s.) 0.2 (n.s.)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 3.2 ± 1.6 2.6 ± 1.0 2.6 ± 1.3
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 3.0 ± 1.6 2.5 ± 1.0 3.1 ± 1.7
Steigerung (%) -10.5 ± 13.2 -10.2 ± 10.5 -1.5 ± 15.8
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.1 ± 0.0 -0.1 ± 0.0 0.5 ± 0.4
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.2 (n.s.) 0.7(n.s.) 0.8 (n.s.)
Erev Kontrolle (mV) 9.16 ± 7.3 11.0 ± 9.7 11.8 ± 4.0
Erev Stimulation (mV) 12.6 ± 5.4 -6.1 ± 10.5 11.1 ± 3.5
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 3.4 ± 2.3 4.9 ± 0.8 -0.7 ± 0.5
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.1 (n.s.) 0.3 (n.s.) 0.5 (n.s.)
Jhold Kontrolle (mV) -60.9 ± 24.9 -49.7 ± 10.0 -116 ± 48.3
Jhold Stimulation (mV) -78.0 ± 26.2 -42.7 ± 4.3 -129 ± 46.9
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 17.4 ± 2.7 7.0 ± 5.7 -12.8 ± 1.4
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.05 (n.s.) 0.3(n.s.) 0.04 (∗)
Tabelle 3.3: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C)
auf ARPE19-Zellen untersucht wurde nach vorheriger Inkubation mit einem In-
hibitor (Ruthenium Rot (20µMol), SKF96365 (20µMol), Lanthan (100µMol)). Ver-
wendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstromdichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdichte;
Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Stromdichtendifferenz; Jhold = Haltepotential;
“Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ruhebedingungen, “Stimulation “den Wert
nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p <0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant.
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3.4 PI3-Kinase abha¨ngige Hitzestro¨me
Ziel
Nachdem in 3.2 - 3.3 gezeigt werden konnte, dass TRPV2-Kana¨le in ARPE19-Zellen
durch Hitzeimpulse aktiviert werden ko¨nnen, sollte im na¨chsten Schritt untersucht
werden, ob diese Aktivierung abha¨ngig ist von einem PI3-Kinase-Signalweg.
Ablauf
A¨hnlich wie in den Experimenten aus 3.3 wurden ARPE19-Zellen 30 Sekunden mit
LY294002 (30µ) inkubiert, bevor sie mit Hitze stimuliert wurden. LY294002 ist ein di-
rekter Inhibitor des intrazellula¨ren PI3-Kinase-Signalwegs. Folgende Zeitpunkte wur-
den fu¨r die Auswertung der Stro¨me festgelegt: Als Ruhestrom galt der Strom vor Ap-
plikation von LY294002. Nach Hitzeapplikation wurde der Strom als Reizantwort ge-
wertet, der 25 Sekunden nach Hitzeapplikation gemessen wurde (s. 3.2).
Ergbnis
Wie Tabelle 3.4 zeigt, konnte durch LY294002 ein Anstieg der Stromdichte unter-
dru¨ckt werden. Es kam lediglich zu einem Anstieg der Stromdichte um 4 J (pApF−1) =
0.8 ± 0.6 (n=5). Dies entsprach einer prozentualen Zunahme von 0.4 % ± 0.1. Die Un-
terschiede lagen nicht im signifkanten Bereich. Gleiches wiederholte sich bei Analyse
der Ein- und Auswa¨rtsstromdichte.
Wieder wurden die prozentualen Steigerungen der alleinigen Hitzewirkung mit den
Steigerungen nach vorheriger LY294002 Inkubation verglichen. Die Steigerungen der
Gesamtstromdichten (37.7 pApF−1 ± 6.3 (n=8) vs. 0.4 pApF−1 ± 2.1(n=5)) zeigen dabei
einen signifkanten Unterschied mit einem p-Wert = 0.0009 (∗ ∗) (s. Abbildung 3.10).
Gleiches wiederholte sich beim Vergleich der Steigerungen der Einwa¨rtsstromdichten
(61.3 pApF−1 ± 17.7 vs. 2.8 (n=8) pApF−1 ± 2.5 (n=5)) das Signifkanzniveau entsprach
p= 0.025 (∗). Die prozentuale Abnahme der Auswa¨rtsstromdichten unterschied sich
nicht signifikant voneinander (p=0.3).
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Zusammenfassung
Durch LY294002 kann ein Anstieg der Leitfa¨higkeit durch Hitze unterbunden werden.
Daher scheint die Aktivita¨t der TRPV2-Kana¨le der PI3-Kinase Aktivita¨t zu unterlie-
gen.
Durch die Experimente (3.2 - 3.4) konnte bewiesen werden, dass es (1) mo¨glich ist
durch Hitze Stro¨me in ARPE19-Zellen zu induzieren (3.2). (2) Diese Stro¨me sind auf
TRPV2-Kana¨le zuru¨ckzufu¨hren (3.3). (3) Unterliegt die Aktivita¨t dieser Kana¨le einem
PI3-Kinase Mechanismus (3.4).
LY294002
Hitze
0pA
7.51sek
5nA
LY294002
0 n
45°C
5 nA
7.5 sek
Abbildung 3.9: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) auf ARPE19-Zellen
unter Verwendung des Rampenprotokolls, mit vorheriger Inkubation mit LY294002
(30µMol). Es zeigten sich keine signifikante Vera¨nderungen der Stromdichten, Halte-
potentiale, sowie Umkehrpotentiale.
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Abbildung 3.10: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation, mit und ohne vorherige Inkubation von LY294002 (30µMol). Die Balken ent-
sprechen dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standard-
fehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Be-
schriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren - Wa¨rme (45°C)
Verwendete Inhibitoren LY294002
Anzahl untersuchter Zellen 5
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 16.3 ± 8.4
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 15.9 ± 8.2 17.1 ± 9.0
Steigerung (%) -2.5 ± 0.7 4.0 ± 2.1
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.4 ± 0.2 0.8 ± 0.6
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.1 (n.s.) 0.3 (n.s.)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 12.5 ± 6.4
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 11.5 ± 6.1 12.5 ± 6.7
Steigerung (%) -8.0 ± 1.4 0.0 ± 2.5
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 1.0 ± 0.3 0.0 ± 0.3
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.3 (n.s.) 0.4 (n.s.)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 4.3 ± 2.0
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 4.3 ± 2.0 4.5 ± 2.2
Steigerung (%) -0.1 ± 2.1 4.0 ± 3.8
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.1 ± 0.2 0.4 ± 0.5
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.1 (n.s.) 0.08 (n.s.)
Erev Kontrolle (mV) 1.9 ± 5.7
Erev Stimulation (mV) 3.0 ± 4.5 6.9 ± 4.5
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 1.1 ± 1.2 5.0 ± 1.2
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.4 (n.s.) 0.052 (n.s.)
Jhold Kontrolle (mV) 0.02 ± 7.2
Jhold Stimulation (mV) 0.4 ± 6.3 0.8 ± 7.6
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 0.3 ± 0.9 0.7 ± 0.4
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.7 (n.s.) 0.5 (n.s.)
Tabelle 3.4: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C)
auf ARPE19-Zellen untersucht wurde nach vorheriger Inkubation mit LY294002
(30µMol). Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstromdichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rts-
stromdichte; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Stromdichtendifferenz; Jhold = Hal-
tepotential; “Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ruhebedingungen, “Stimulation
“den Wert nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p <0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht
signifikant
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3.5 Cannabidiol induzierte Stro¨me in ARPE19-Zellen
Ziel
In den Versuchen sollte untersucht werden, ob Cannabidiol die Leitfa¨higkeit von ARPE19-
Zellen steigern kann.
Ablauf
ARPE19-Zellen wurden zuna¨chst mit Cannabidiol (45µMol) inkubiert und im na¨chsten
Schritt mit Hitze stimuliert. So sollte u¨berpru¨ft werden, ob die vorherige Inkubation
mit Cannabidiol zu einem sta¨rkeren Anstieg der Leitfa¨higkeit fu¨hrt, als durch alleini-
gen Hitzeimpuls.
Problematisch bei dieser Versuchsreihe war die lange Inkubationszeit, die Cannabi-
diol beno¨tigte um Einfluss auf die Leitfa¨higkeit der Zellen zu nehmen (240 Sekun-
den). In nahezu allen Vorversuchen kam es zum Verlust des Patches oder Verlust der
Membranstabilita¨t, sodass der Versuch abgebrochen wurde. Deshalb wurden die Zel-
len zuna¨chst mit Cannabidiol inkubiert und nach 120-180 Sekunden gepatcht. 300
Sekunden nach der Cannabidiol Inkubation wurden die Zellen mittels Hitze stimu-
liert.
So konnte jedoch kein absoluter Ruhewert fu¨r die Leitfa¨higkeit bestimmt werden. So-
bald das Stimulationsprotokoll gestartet wurde, war Cannabidiol bereits in der Extra-
zellula¨rlo¨sung. Deshalb wurden die Stro¨me als Ruhewerte gewertet, die dann messbar
waren, als sich das Cannabidiol bereits in der Extrazellula¨rlo¨sung befand.
Ergebnis
Nach Inkubation mit Cannabidiol kam es unter Hitzewirkung zu einer deutlichen Zu-
nahme der Stromdichte. Die Stromdichte stieg signifkant an (p= 0.007 (∗ ∗)) bei ei-
nem 4 J (pApF−1) = 26.3 ± 6.3 (n=5) (s. Abbildung 3.12). A¨hnlich verhielten sich Ein-
und Auswa¨rtsstromdichten, wobei das Signifikanzniveau geringer war, als beim Ver-
gleich der Gesamtstromdichten (p= 0.04 (∗) bzw. 0.01 (∗)). Ebenso unterschieden sich
Umkehr- und Haltepotentiale voneinander (s. Tabelle 3.5).
Der Quervergleich zu den Ergebnissen aus 3.2 sollte zeigen, ob durch Cannabidiol die
alleinige Hitzewirkung zusa¨tzlich gesteigert werden kann:
Die Gesamtstromdichte stieg um 115.3 % ± 32.8 (n=5), wa¨hrend sie durch alleinige
Hitzewirkung um lediglich 37.7 % ± 6.3 (n=8) anstieg. Dies entsprach p= 0.007 (∗ ∗)
(s. Abbildung 3.14).
A¨hnliche Signifikanz zeigte sich beim Vergleich der Ein- und Auswa¨rtsstromdichten.
Die Einwa¨rtsstromdichte stieg nach vorheriger Cannabidiol Inkubation um 140.7 %
47
± 36.3 (n=5), wa¨hrend sie durch alleinige Hitzewirkung 61.3% ± 17.7 (n=8) anstieg.
Dies entsprach p= 0.04 (∗).
Die Einwa¨rtsstromdichte stieg nach vorheriger Cannabidiol Inkubation um 33.0% ±
5.0 (n=5), wa¨hrend sie durch alleinige Hitzewirkung 11.7% ± 10.8 (n=8) entsprach.
Dies entsprach p= 0.01 (∗).
Zusammenfassung
Durch Cannabidiol konnte die Wirkung von Hitze zusa¨tzlich gesteigert werden. Offen
bleibt, ob es allein durch Cannabidiol zur Zunahme der Stromdichte kommt. Abbil-
dung 3.11 zeigt einen exemplarischen Membranstrom unter Einfluss von Cannabidiol
und Hitze, 3.13 zeigt ein Strom-Spannungs-Diagramm.
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Abbildung 3.11: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) und Cannabidiol
(45µMol) auf ARPE19-Zellen unter Verwendung des Rampenprotokolls. Es zeigten
sich signifikante Vera¨nderungen der Stromdichten, Haltepotentiale, sowie Umkehr-
potentiale.
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Abbildung 3.12: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation, mit vorheriger Inkubation von Cannabidiol (45µMol). Die Balken entsprechen
dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standardfehlerabwei-
chung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung un-
terhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Abbildung 3.13: Strom-Spannungs-Diagramm einer ARPE19-Zelle mit Abbildung des
Verlaufs nach Cannabidiol Inkubation (schwarz), sowie nach zusa¨tzlicher Hitze (45°C)
Stimluation (rot).
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Abbildung 3.14: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation, mit und ohne vorherige Inkubation von Cannabidiol. Die Balken entsprechen
dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standardfehlerabwei-
chung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung un-
terhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren Wa¨rme (45°C)
Cannabidiol
Anzahl untersuchter Zellen 4
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 23.5 ± 6.2
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 49.8 ± 12.5
Steigerung (%) 115.3 ± 32.8
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 26.3 ± 6.3
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.007 (∗ ∗)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) -16.5 ± 4.2
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) -39.9 ± 10.3
Steigerung (%) 140.7 ± 36.3
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) -23.4 ± 6.1
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.04 (∗)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 8.4 ± 1.9
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 11.1 ± 2.4
Steigerung (%) 33.0 ± 5.0
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 2.7 ± 1.5
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.01 (∗)
Erev Kontrolle (mV) 2.3 ± 1.8
Erev Stimulation (mV) 13.2 ± 4.4
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 8.9 ± 2.6
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.04 (∗)
Jhold Kontrolle (mV) -260 ± 76.3
Jhold Stimulation (mV) -646.8 ± 211.3
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 386.4 ± 135.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.04 (∗)
Tabelle 3.5: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C)
auf ARPE19-Zellen untersucht wurde nach vorheriger Inkubation mit Cannabidiol
(45µMol). Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstromdichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rts-
stromdichte; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Stromdichtendifferenz; Jhold = Hal-
tepotential; “Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ruhebedingungen, “Stimulation
“den Wert nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p <0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht
signifikant
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3.6 Pharmakologie der Cannabidiol induzierten Stro¨me
Ziel
Nachdem in 3.5 gezeigt werden konnte, dass Cannabidiol die Zellleitfa¨higkeit steigert,
sollte analysiert werden, ob dies auf TRPV2-Kanalaktivita¨t beruht.
Ablauf
Als Inhibitor wurde SKF9635 verwendet. SKF96365 ist der spezifischste der zuvor
verwendeten Inhibitoren, so dass bei Wirksamkeit davon ausgegangen werden konn-
te, dass vor allem TRPV2-Kana¨le die Zellleitfa¨higkeit steigerten. Die Versuche liefen
a¨hnlich ab wie in 3.5: Zeitgleich mit Cannabidiol (45µMol) wurden die Zellen mit
SKF96365 (20µMol) inkubiert. Wieder wurden die Zellen 120-180 Sekunden nach Be-
ginn der Inkubation gepatcht. Nach 300 Sekunden wurden die Zellen mit Hitze stimu-
liert. In der erhitzten Extrazellula¨rlo¨sung war auch Cannabidiol und SKF96365 gelo¨st.
Wieder galten die Stro¨me 25 Sekunden nach Inkubation mit erhitzter Lo¨sung als Rei-
zantwort. Als Ruhewerte wurden die Stro¨me gewertet, die vor Hitzeimpuls messbar
waren.
Ergebnis
Durch SKF96365 konnte ein Anstieg der Stromdichte verhindert werden. Erstaunli-
cherweise kam es sogar zu einer Abnahme der Stromdichte mit 4 J= 0.6 pApF−1 ± 2.0
(n=4), dies entsprach -2.4%. Auch bei Betrachtung der Ein- und Auswa¨rtsanteile der
Gesamtstromdichte war kein signifikanter Unterschied nach Hitzeimpuls festzustel-
len (s. Tabelle 3.6).
Der Quervergleich zu den Experimenten aus 3.5 sollte zeigen, dass SKF96365 die
Leitfa¨higkeitssteigerung durch Hitze und Cannabidiol signifikant reduziert:
Wa¨hrend ohne Inkubation eines Inhibitors die Leitfa¨higkeitszunahme der Gesamt-
stromdichte bei 115.3% ± 32.8 (n=4) lag, konnte sie durch SKF96365 auf -2.4% ± 8.6
(n=4) herabgesetzt werden. Dies entsprach p= 0.01 (∗) (s. Abbildung 3.16). Auch die
Einwa¨rtsstromdichten (140.7% ± 36.3 (n=4) vs. 3.0% ± 7.8 (n=4)) unterschieden sich
signifkant voneinander (p-Wert = 0.009 (∗ ∗)). Gleiches wiederholte sich beim Vergleich
der Steigerung der Auswa¨rtsstromdichten (33.0% ± 5.0 (n=4) vs. -15.8% ± 11.9(n=4)),
der p-Wert lag bei 0.007 (∗ ∗). Halte- und Umkehrpotentiale zeigten keinen signifikan-
ten Unterschied, wobei der p-Wert beim Vergleich der Haltepotentiale bei 0.057 (n.s.)
lag und eventuell aufgrund der geringen Zellzahl (n=4) noch nicht in den signifikan-
ten Bereich fiel.
51
Zusammenfassung
Durch SKF96365 konnte nachgewiesen werden, dass Cannabidiol u¨ber TRPV2-Kanalaktivita¨t
die Zellleitfa¨higkeit regulieren kann.
Abbildung 3.15: Strom-Spannungs-Diagramm einer ARPE19-Zelle mit Abbildung des
Verlaufs nach Cannabidiol (45µMol) und SKF96365 (20µMol) Inkubation (schwarz),
sowie nach zusa¨tzlicher Hitze Stimluation (rot).
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Abbildung 3.16: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation mit Cannabidiol (45µMol), mit und ohne vorherige Inkubation von SKF96365
(20µMol). Die Balken entsprechen dabei den aus den Versuchen errechneten Mit-
telwerten mitsamt Standardfehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens ent-
spricht der Zellzahl, die Beschriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die verwen-
deten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren Wa¨rme (45°C)
Cannabidiol
Verwendete Inhibitoren SKF96365
Anzahl untersuchter Zellen 4
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 41.4 ± 10.5
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 40.8 ± 12.5
Steigerung (%) -2.4 ± 8.6
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.6 ± 2.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.9 (n.s.)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 31.6 ± 8.0
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 32.8 ± 10.0
Steigerung (%) 3.0 ± 7.8
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 1.2 ± 2.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.5 (n.s.)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 9.7 ± 2.6
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 8.0 ± 3.0
Steigerung (%) -15.8 ± 11.9
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 1.7 ± 0.4
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.4 (n.s.)
Erev Kontrolle (mV) 11.7 ± 2.9
Erev Stimulation (mV) 19.9 ± 4.0
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 8.1 ± 1.1
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.02 (∗)
Jhold Kontrolle (mV) -316.7 ± 67.9
Jhold Stimulation (mV) -368.0 ± 104.7
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 52.0 ± 36.8
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.2 (n.s.)
Tabelle 3.6: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C)
auf ARPE19-Zellen untersucht wurde nach vorheriger Inkubation mit Cannabidiol
(45µMol) und SKF96365 (20µMol). Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstrom-
dichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdichte; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Strom-
dichtendifferenz; Jhold = Haltepotential; “Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ru-
hebedingungen, “Stimulation “den Wert nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p
<0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant
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3.7 Induziert Cannabidiol PI3-Kinase abha¨ngige Stro¨me?
Ziel
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Cannabidiol die Zellleitfa¨higkeit u¨ber TRPV2-
Kanalaktivita¨t steigern kann, sollte im na¨chsten Schritt untersucht werden, ob die Re-
gulation einem PI3-Kinase Mechanismus unterliegt.
Ablauf
Dazu wurden ARPE19-Zellen mit Cannabidiol (45µMol) und LY294002 (30µMol) in-
kubiert und nach 120-180 Sekunden gepatcht. Nach Stabilisierung des Whole Cell
Modus wurden die Zellen mit Hitze stimuliert. In der erhitzten Extrazellula¨rlo¨sung
waren Cannabidiol (45µMol) und LY294002 (30µMol) gelo¨st. Die Messwerte wurden
zu den gleichen Zeitpunkten bestimmt, wie in den Versuchen zuvor.
Ergebnis
LY294002 konnte die Stromdichtenzunahme durch Cannabidiol und Hitze verhin-
dern. Es kam sogar zur leichten Abnahme der Stromdichte 4 J = -0.7 pApF−1 ± 0.0
(n=6), dies entsprach -4.2% ± 5.1. Die Unterschiede zu den Ruhewerten blieben nicht
signifkant. Gleiches zeigte sich beim Vergleich der Ein- und Auswa¨rtsstro¨me. Auch
die Haltepotentiale und Umkehrpotentiale vera¨nderten sich nur in geringem Maße.
Die Werte sind Tabelle 3.7 zu entnehmen.
Der Quervergleich zu 3.5 sollte besta¨tigen, dass durch LY294002 die Stromdichten-
zunahme ausgelo¨st durch Cannabidiol und Hitze signifkant reduziert werden kann,
womit PI3-Kinase Abha¨ngigkeit besta¨tigt wa¨re. Ergebnis:
Wieder wurden die prozentualen Steigerungen der Stromdichten fu¨r den Vergleich
herangezogen. Dabei waren die Steigerungen der Gesamstromstromdichten (115.3% ±
32.8 (n=4) vs. -2.4% ± 8.6 (n=6)) signifikant unterschiedlich mit p= 0.0018 (∗ ∗) (s. Ab-
bildung 3.18). Gleiches wiederholte sich beim Vergleich der Einwa¨rtsstro¨me (140.7%
± 36.3 (n=4) vs. 3.0% ± 7.8 (n=6)) mit p= 0.0013 (∗ ∗) und Auswa¨rtsstro¨me (33.0% ±
5.0 (n=4) vs. -15.8% ± 11.9 (n=6)), p= 0.025 (∗).
Ebenso verhinderte LY294002 Vera¨nderungen der Halte- und Umkehrpotentiale, so
dass es zu einem signifkanten Unterschied zu 3.5 kam. Die Differenz der Haltepoten-
tiale in den LY294002 Versuchen lag bei 4 J = 52.0mV ± 36.8 (n=6), wa¨hrend sie in
den reinen Cannabidiol Versuchen deutlich gro¨ßer war 4 J = 386.4mV ± 135.0 (n=4).
Dieser Unterschied war signifikant mit p= 0.0065 (∗ ∗). Die Differenz der Umkehrpo-
tentiale war nicht signifkant, p= 0.7 (n.s.) (4 Erev = 8.1mV ± 1.1 (n=4) vs. 4 Erev =
8.9mV ± 2.6 (n=6)).
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Zusammenfassung
Durch die Experimente aus 3.5 bis 3.7 konnte bewiesen werden, dass es (1) mo¨glich
ist durch Cannabidiol den Effekt von Hitze auf TRPV2-Kana¨le zu steigern (s. 3.5).
(2) Dieser Effekt ist auch auf TRPV2-Kanalaktivita¨t zuru¨ckzufu¨hren (s. 3.6). Außer-
dem konnte (3) der Einfluss des Cannabidiols auf TRPV2-Kana¨le mittels LY294002
gehemmt werden. Dies besta¨tigt, dass Cannabidiol u¨ber einen PI3-Kinase Mechanis-
mus auf TRPV2-Kana¨le wirkt (s. 3.7).
LY+ CBD 45°C
0.25 nA
7.5 sek
0 nA
Abbildung 3.17: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) auf ARPE19-Zellen,
nach Inkubation mit Cannabidiol (45µMol) und LY294002 (30µMol) unter Verwen-
dung des Rampenprotokolls. Es zeigten sich keine signifikante Vera¨nderungen der
Stromdichten, Haltepotentiale, sowie Umkehrpotentiale.
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Abbildung 3.18: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation mit Cannabidiol (45µMol), mit und ohne vorherige Inkubation von LY294002
(30µMol). Die Balken entsprechen dabei den aus den Versuchen errechneten Mit-
telwerten mitsamt Standardfehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens ent-
spricht der Zellzahl, die Beschriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die verwen-
deten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren Wa¨rme (45°C)
Cannabidiol
Verwendete Inhibitoren LY294002
Anzahl untersuchter Zellen 6
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 8.6 ± 1.4
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 7.9 ± 1.4
Steigerung (%) -4.2 ± 5.1
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.7 ± 0.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.2 (n.s.)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 5.5 ± 1.0
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 5.6 ± 1.0
Steigerung (%) 1.4 ± 4.9
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.1 ± 0.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.9 (n.s.)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 2.5 ± 0.4
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 2.3 ± 0.4
Steigerung (%) -3.4 ± 10.1
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 0.2 ± 0.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.29 (n.s.)
Erev Kontrolle (mV) -6.7 ± 3.9
Erev Stimulation (mV) -5.7 ± 3.9
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) -1.0 ± 0.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.3 (n.s.)
Jhold Kontrolle (mV) -59.7 ± 23.3
Jhold Stimulation (mV) -64.0 ± 26.0
4 J = JStim. - JKontr. (mV) -4.3 ± 2.7
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.2 (n.s.)
Tabelle 3.7: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C)
auf ARPE19-Zellen untersucht wurde nach vorheriger Inkubation mit Cannabidiol
(45µMol) und LY294002 (30µMol). Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstrom-
dichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdichte; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Strom-
dichtendifferenz; Jhold = Haltepotential; “Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ru-
hebedingungen, “Stimulation “den Wert nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p
<0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant
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3.8 IGF-1 induzierte Stro¨me in ARPE19-Zellen
Ziel
In den na¨chsten Versuchen sollte untersucht werden, ob IGF-1 die Leitfa¨higkeit von
ARPE19-Zellen u¨ber TRPV2-Kanalaktivita¨t steigern kann. Dazu sollte zuna¨chst die
alleinige Wirkung von IGF-1gepru¨ft werden, daraufhin mit zusa¨tzlichem Hitzeimpuls.
Ablauf
Die Zellen wurden zuna¨chst mit IGF-1 (300ng/ml) inkubiert. Nach einem Reaktions-
eintritt erfolgte die Stimulation mittels Hitze.
Es dauerte durchschnittlich 102.5 Sek ± 19.3 (n=4) Sek bis es zu einem Anstieg der
Leitfa¨higkeit kam. Es schien, als ob Zellleitfa¨higkeit nach einem Zeitraum (152.5 Sek
± 36.1 Sek) ein Plateau erreichte, welches konstant blieb (s. Abbildung 3.19). Daher
erfolgte die Stimulation mit erhitzter Extrazellula¨rlo¨sung und gelo¨stem IGF-1 ca. 350
Sek nach Anstieg der Leitfa¨higkeit, um sicher zu sein, dass IGF-1 sein Wirkungsmaxi-
mum erreicht hatte.
Als Kontrollwerte wurden die Stro¨me gewertet, die noch vor Applikation von IGF-1
gemessen wurden. Als IGF-1 Antwort galten die Stro¨me im Bereich des Plateaus. Zu-
dem wurden die Werte ausgewertet, welche 25 Sekunden nach Hitzeimpuls gemessen
wurden.
Ergebnis
Allein IGF-1 fu¨hrte bereits zu einem deutlichen Anstieg der Leitfa¨higkeit. Es kam
bei einem einem Ruhewert von 11.6 ± 2.5 pApF−1 zu einem Anstieg auf 51.3 ± 12.3
pApF−1 (p=0.01 (∗))(n=4). Dies entsprach 4 J (pApF−1)= 39.7 ± 9.7.
Durch Hitze konnte die Leitfa¨higkeit zwar um weitere 4 J (pApF−1)= 17.1 ± 0.6 ge-
steigert werden, jedoch war dieser Unterschied nicht signifkant im Vergleich zu den
IGF-1 Stro¨men (p=0.2 (n.s.)). Dennoch war die Stromantwort auf die Hitze- und IGF-1-
Applikation signifkant unterschiedlich vom Ruhewert, mit p= 0.006 (∗ ∗) (s. Abbildung
3.21).
Durch einen Vergleich der Ein- oder Auswa¨rtsstro¨me zeigte sich ein analoges Bild. Die
Stro¨me nach IGF-1- oder IGF-1- und Hitzeapplikation waren signifikant unterschied-
lich vom Ruhewert (s. Tab. 3.8), miteinander verglichen zeigte sich jedoch kein signi-
fikanter Unterschied: Vergleich der Einwa¨rtsstro¨me p=0.2; Vergleich der Auswa¨rts-
stro¨me p=0.13.
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Zusammenfassung
Durch IGF-1 konnte die Leitfa¨higkeit von ARPE19-Zellen gesteigert werden. Diese
Steigerung war gro¨ßer als durch alleinigen Hitzeimpuls. Ein zusa¨tzlicher Hitzeimpuls
nach IGF-1 Inkubation fu¨hrte jedoch zu keinem weiteren Anstieg der Leitfa¨hgikeit.
IGF$1
45°C
50+sek
0pA
0.5nA
IGF-1 4 °C
0 nA
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50 sek
Abbildung 3.19: Untersuchung der Wirkung von Hitze (45°C) und IGF-1 (300ng/ml)
auf ARPE19-Zellen unter Verwendung des Rampenprotokolls. Es zeigten sich signi-
fikante Vera¨nderungen der Stromdichten, Haltepotentiale, sowie Umkehrpotentiale.
Ebenso ist ein Plateau nach anfa¨nglicher Stromdichtenzunahme zu erkennen.
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Abbildung 3.20: Strom-Spannungs-Diagramm einer ARPE19-Zelle mit Abbildung des
Ruheverlaufs (schwarz), sowie dem Verlauf nach IGF-1 (blau) und zusa¨tzlicher Hitze
(rot) Stimluation.
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Abbildung 3.21: Vergleich der absoluten Stromdichten in pApF−1, vor und nach Hit-
zeapplikation mit vorheriger IGF-1 (300ng/ml) Inkubation. Die Balken entsprechen
dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standardfehlerabwei-
chung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung un-
terhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Abbildung 3.22: Vergleich der Steigerung der Stromdichten, vor und nach Hitzeappli-
kation, mit und ohne vorherige Inkubation von IGF-1. Die Balken entsprechen dabei
den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standardfehlerabweichung.
Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung unterhalb
der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren IGF-1
Wa¨rme (45°C)
Anzahl untersuchter Zellen 4
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 11.6 ± 2.5
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 51.3 ± 12.3 58.4 ± 11.6
Steigerung (%) 391.0 ± 110.6 439.2 ± 89.9
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 39.7 ± 9.7 56.8 ± 9.1
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.01 (∗) 0.006 (∗ ∗)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 7.9 ± 1.9
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 37.8 ± 9.8 42.1 ± 9.0
Steigerung (%) 445.2 ± 131.2 490.0 ± 113.86
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 29.9 ± 7.8 34.2 ± 7.1
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.01 (∗) 0.008 (∗ ∗)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 3.9 ± 0.5
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 13.3 ± 2.5 16.3 ± 2.5
Steigerung (%) 323.5 ± 87.9 399.2 ± 68.3
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 9.9 ± 1.9 13.0 ± 2.0
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.009 (∗ ∗) 0.005 (∗ ∗)
Erev Kontrolle (mV) 4.2 ± 2.3
Erev Stimulation (mV) 10.3 ± 2.8 12.5 ± 2.8
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 6.1 ± 0.5 8.3 ± 0.5
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.02 (∗) 0.03 (∗)
Jhold Kontrolle (mV) -57.2 ± 12.5
Jhold Stimulation (mV) -269.5 ± 117.1 -365.2 ± 114.9
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 212.2 ± 104.6 308.0 ± 112.4
p-Wert zw. Kontrolle und Stimulation 0.1 (n.s.) 0.05 (n.s.)
Tabelle 3.8: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirkung von Hitze (45°C) auf
ARPE19-Zellen untersucht wurde nach vorheriger Inkubation mit IGF-1 (300ng/ml).
Verwendete Abku¨rzungen: Jgesamt = Gesamstromdichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdich-
te; Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte;4 J = Stromdichtendifferenz; Jhold = Haltepotential;
“Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ruhebedingungen, “Stimulation “den Wert
nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p <0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant
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3.9 Pharmakologie der IGF-1 induzierten Stro¨me
Ziel
Auch die durch IGF-1 induzierten Stro¨me in ARPE19-Zellen sollten hinsichtlich ih-
rer Pharmakologie charakterisiert werden. Dies sollte zeigen, ob IGF-1 u¨ber TRPV2-
Kanalaktivita¨t die Zelleitfa¨higkeit reguliert.
Ablauf
Verwendet wurden die Inhibitoren Ruthenium Rot (20µMol) und SKF96365 (20µMol).
Der jeweilige Inhibitor wurde gleichzeitig mit IGF-1 (300ng/ml) inkubiert. Da die
durchschnittliche Zeit bis zu einer Stromantwort in den Versuchen aus 3.8 102.5 Sek ±
19.3 Sek betrug, wurden die Zellen 300 Sekunden mit den Substanzen inkubiert, bevor
sie mit Hitze stimuliert wurden. Hierdurch war das Zeitfenster, in dem die bisherigen
Stromvera¨nderungen aufgetreten sind, abgedeckt.
Ergebnis
Beide Inhibitoren unterschieden sich hinsichtlich ihrer Wirksamkeit (s. Tab.3.9).
Ruthenium Rot:
Konnte die Wirkung von IGF-1, sowie IGF-1 und Hitze inhibieren. Es kam zu keinem
signifkanten Anstieg der Stromdichte (s. Abbildung 3.23 und 3.25). Erstaunlicherwei-
se fu¨hrte die Inkubation mit Ruthenium Rot sogar zu einer Abnahme der Gesamt-
stromdichte 4 J (pApF−1) = -1.0 ± 0.6 (n=4) fu¨r IGF-1 und 4 J (pApF−1) = -1.3 ± 0.6
(n=4) fu¨r IGF-1 und Hitze. Die Unterschiede blieben verglichen mit den Ruhewerten
ohne Signifkanz.
Ebenso blieben die Ein- und Auswa¨rtsstro¨me nahezu unvera¨ndert. Lediglich die Aus-
wa¨rtsstro¨me unterschieden sich von den Ruhewerten, nach Inkubation mit IGF-1 und
Ruthenium Rot 4 J (pApF−1)= -0.4 ± 0.2 (IGF-1); p= 0.04 (∗)(n=4). Nach Hitzeapplika-
tion war dieser Unterschied nicht mehr signifkant: 4 J (pApF−1)=-0.6 ± 0.3 (IGF-1 und
Hitze); p= 0.06 (n.s.)(n=4). Wahrscheinlich wa¨re durch Erho¨hung der Zellzahl auch
dieser Wert signifikant geworden.
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Abbildung 3.23: Strom-Spannungs-Diagramm einer ARPE19-Zelle mit Abbildung des
Ruheverlaufs (schwarz), sowie dem Verlauf nach IGF-1 (300ng/ml) und Ruthenium
Rot (20µMol)(blau) Inkubation und zusa¨tzlicher Hitze (45°C) (rot) Stimluation.
SKF96365:
Konnte die Wirkung von IGF-1 und Hitze auf ARPE19-Zellen nicht aufheben.
Die Gesamtstro¨me stiegen in den Versuchen um 4 J (pApF−1)= 1.3 ± 0.3 (n=4); p=
0.01 (∗) fu¨r IGF-1 und SKF96365. Sowie 4 J (pApF−1)= 1.9 ± 0.5; p= 0.004 (∗ ∗) (n=4)
fu¨r IGF-1, Hitze und SKF96365. A¨hnliches wiederholte sich bei Analyse der Ein- und
Auswa¨rtsstromdichten (s. Tabelle 3.9).
Auch wenn durch SKF96365 keine Inhibition des TRPV2-Stroms mo¨glich gewesen ist,
so zeigt sich im Vergleich mit den Ergebnissen aus 3.8, dass SKF96365 die IGF-1 in-
duzierten Stro¨me reduzieren kann. Wie Abbildung 3.24 und 3.25 verdeutlichen, ist
die Steigerung der IGF-1 bzw. IGF-1 und Hitze induzierten Stro¨me signifkant gerin-
ger nach vorheriger Inkubation mit SKF96365. Der Vergleich der Steigerung der Ge-
samtstromdichten zwischen IGF-1 und IGF-1 mit SKF96365 (391.0% ± 110.6 (n=4) vs.
21.3% ± 5.5 (n=4)) ergab eine Signifkanz von p= 0.014 (∗). Dies beweist, dass SKF96365
die Wirkung von IGF-1 signifikant herabsetzt. A¨hnliches zeigte auch der Vergleich der
Steigerung der Einwa¨rts- (439.2% ± 89.9 (n=4) vs. 43.7% ± 5.5 (n=4); p= 0.020) und
Auswa¨rtsstromdichten (323.5% ± 87.9 (n=4) vs. 13.0% ± 8.7 (n=4); p= 0.01).
Ebenso gab es signifkante Unterschiede zwischen den Steigerungen der Stromdichten
nach zusa¨tzlicher Hitzeapplikation. Beim Vergleich der Steigerung der Gesamtstro¨me
lag p bei 0.004 (∗ ∗), fu¨r die Einwa¨rtsstro¨me bei 0.008 (∗ ∗) und fu¨r die Auswa¨rtsstro¨me
bei 0.001 (∗ ∗).
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Abbildung 3.24: Strom-Spannungs-Diagramm einer ARPE19-Zelle mit Abbildung des
Ruheverlaufs (schwarz), sowie dem Verlauf nach IGF-1 (300ng/ml) und SKF96365
(20µMol)(blau) Inkubation und zusa¨tzlicher Hitze (45°C) (rot) Stimluation.
Zusammenfassung
Durch die beiden Inhibitoren konnte die Wirkung von IGF-1 auf TRPV2-Kanalaktivita¨t
zuru¨ckgefu¨hrt werden. Ruthenium Rot besitzt eine deutlich ho¨here Wirksamkeit, als
SKF96365.
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Abbildung 3.25: Vergleich der Steigerung der Stromdichten nach Hitzeapplikation
und Inkubation mit IGF-1 , sowie einem der verwendeten Inhibitoren Ruthenium Rot
oder SKF96365. Rechts mit zusa¨tzlicher Applikation von Hitze. Die Balken entspre-
chen dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Standardfehler-
abweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung
unterhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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Verwendete Aktivatoren IGF-1
Wa¨rme 45°C Wa¨rme 45°C
Verwendete Inhibitoren Ruthenium Rot SKF96365
Anzahl untersuchter Zellen 4 4
Jgesamt Kontrolle (pApF−1) 3.6 ± 1.1 5.0 ± 0.6
Jgesamt Stimulation (pApF−1) 2.6 ± 0.5 2.3 ± 0.5 6.4 ± 0.9 6.9 ± 1.1
Steigerung (%) -20.4 ± 7.3 -29.3 ± 9.2 21.3 ± 5.5 32.7 ± 6.7
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) -1.0 ± 0.6 -1.3 ± 0.6 1.3 ± 0.3 1.9 ± 0.5
p-Wert zw. Kontrolle und Stim. 0.2 (n.s.) 0.3 (n.s.) 0.01(∗) 0.004 (∗ ∗)
Jeinwa¨rts Kontrolle (pApF−1) 2.3 ± 1.1 3.2 ± 0.5
Jeinwa¨rts Stimulation (pApF−1) 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.2 4.6 ± 0.6 5.08 ± 0.8
Steigerung (%) -24.3 ± 18.0 -35.1 ± 14.8 43.7 ± 5.5 55.2 ± 11.0
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) 1.2 ± 1.0 1.2 ± 0.9 1.4 ± 0.1 1.7 ± 0.3
p-Wert zw. Kontrolle und Stim. 0.1 (n.s.) 0.4 (n.s.) 0.02 (n.s.) 0.01 (∗)
Jauswa¨rts Kontrolle (pApF−1) 1.5 ± 0.7 1.7 ± 0.2
Jauswa¨rts Stimulation (pApF−1) 1.1 ± 0.5 0.9 ± 0.4 1.8 ± 0.3 2.0 ± 0.3
Steigerung (%) -21.7 ± 4.3 -23.4 ± 12.4 13.0 ± 8.7 21.2 ± 4.4
4 J = JStim. - JKontr. (pApF−1) -0.4 ± 0.2 -0.6 ± 0.3 0.1 ± 0.1 0.2 ± 0.1
p-Wert zw. Kontrolle und Stim. 0.04 (∗) 0.06 (n.s.) 0.01 (∗) 0.006 (∗)
Erev Kontrolle (mV) -18.1 ± 8.8 3.6 ± 2.6
Erev Stimulation (mV) -23.2 ± 13.4 2.0 ± 19.0 11.3 ± 1.3 11.3 ± 2.4
4 Erev =EStim. - EKontr. (mV) 5.1 ± 3.5 16.1 ± 11.8 7.7 ± 1.3 7.7 ± 0.2
p-Wert zw. Kontrolle und Stim. 0.6 (n.s.) 0.1 (n.s.) 0.04 (∗) 0.02 (∗)
Jhold Kontrolle (mV) -16.1 ± 5.8 -23.2 ± 6.2
Jhold Stimulation (mV) -11.2 ± 6.0 -14.0 ± 5.7 -40.7 ± 4.7 -57.2 ± 2.8
4 J = JStim. - JKontr. (mV) 4.9 ± 0.2 2.1 ± 0.1 17.5 ± 1.5 34.0 ± 3.4
p-Wert zw. Kontrolle und Stim. 0.2 (n.s.) 0.6 (n.s.) 0.02 (∗) 0.01 (∗)
Tabelle 3.9: U¨berblick u¨ber Experimente in denen die Wirksamkeit der Inhibi-
toren Ruthenium Rot und SKF96365 auf Hitze (45°C) und IGF-1(300ng/ml) in-
duzierten Stro¨men in ARPE19-Zellen untersucht wurde. Verwendete Abku¨rzun-
gen: Stim. Stimulation; Jgesamt = Gesamstromdichte; Jeinwa¨rts= Einwa¨rtsstromdichte;
Jauswa¨rts = Auswa¨rtsstromdichte; 4 J = Stromdichtendifferenz; Jhold = Haltepotential;
“Kontrolle“kennzeichnet den Wert unter Ruhebedingungen, “Stimulation “den Wert
nach Substratapplikation; ∗: p <0.5;∗ ∗: p <0.01;∗ ∗ ∗: p <0.001; n.s. = nicht signifikant
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3.10 Quervergleich Hitze - IGF1
Ziel
Dieser Quervergleich sollte untersuchen, ob es einen Unterschied in der Wirksamkeit
der beiden Aktivatoren Hitze und IGF-1 gab.
Methode
Verglichen wurden die Mittelwerte der prozentualen Steigerungen nach Applikation
von Hitze oder IGF-1. Dabei wurden jeweils die Steigerungen der Gesamt-, Einwa¨rts-
und Auswa¨rtsstro¨me beru¨cksichtigt (s.3.26).
Ergebnis
Der Vergleich der Steigerung der Gesamstro¨me zeigte, dass IGF-1 deutlich sta¨rker auf
die Gesamstromsta¨rke wirkt als Hitze. Der Unterschied lag im signifikanten Bereich
(p=0.0008). Gleiches wiederholte sich beim Vergleich der Steigerung der Einwa¨rts-
(p=0.001) und Auswa¨rtsstro¨me (p=0.0002).
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Abbildung 3.26: Vergleich der Stromdichtensteigerung nach Hitze- bzw. IGF-1-
Applikation. Die linke Abbildung bildet die Gesamtstromdichten ab, wa¨hrend die
mittige die Einwa¨rts- und die rechte die Auswa¨rtsstromdichten darstellt. Die Balken
entsprechen dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten mitsamt Stan-
dardfehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der Zellzahl, die
Beschriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Substrate.
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3.11 Quervergleich IGF1 - Cannabidiol
Ziel
Dieser Quervergleich sollte zeigen, ob die Wirkung von IGF-1 oder Cannabidiol sta¨rker
durch Hitze gesteigert werden kann, oder kein Unterschied besteht.
Methode
Verglichen wurden die Mittelwerte der prozentualen Steigerungen nach Applikation
von Hitze, nach vorheriger Inkubation mit IGF-1 oder Cannabidiol. Dabei wurden
jeweils die Steigerungen der Gesamt-, Einwa¨rts- und Auswa¨rtsstro¨me beru¨cksichtigt
(s.3.27).
Ergebnis
Der Vergleich der Steigerung zeigte, dass bezogen auf den Gesamt- und Einwa¨rtsstrom
die Hitze einen sta¨rkeren Effekt auf die zuvor mit Cannabidiol inkubierten Zellen be-
sitzt. Die p-Werte lagen bei 0.02 fu¨r den Vergleich der Gesamtstro¨me und 0.01 fu¨r die
Einwa¨rtsstro¨me. In Hinblick auf die Steigerung der Auswa¨rtsstro¨me zeigten sich bei
IGF-1 und Cannabidiol keine signifkanten Unterschiede nach Hitzeapplikation.
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Abbildung 3.27: Vergleich der Stromdichtensteigerung nach Hitze und vorheriger IGF-
1 bzw. Cannabidiol Applikation. Die linke Abbildung bildet die Gesamtstromdichten
ab, wa¨hrend die mittige die Einwa¨rts- und die rechte die Auswa¨rtsstromdichten dar-
stellt. Die Balken entsprechen dabei den aus den Versuchen errechneten Mittelwerten
mitsamt Standardfehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Balkens entspricht der
Zellzahl, die Beschriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die verwendeten Sub-
strate.
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3.12 Quervergleich LY-Wirkung
Ziel
Dieser Quervergleich sollte zeigen, ob die Hemmung durch LY294002 abha¨ngig ist
vom Aktivierungsmechanismus des Kanals. Daher wurde einerseits die Wirkung von
LY auf alleinige Hitze, sowie auf Hitze und Cannabidiol, gegenu¨bergestellt.
Methode
Verglichen wurden die Mittelwerte der prozentualen Steigerungen nach Applikati-
on von Hitze und zusa¨tzlich Cannabidiol, nach vorheriger Inkubation mit LY294002.
Dabei wurden jeweils die Steigerungen der Gesamt-, Einwa¨rts- und Auswa¨rtsstro¨me
beru¨cksichtigt (s.3.28).
Ergebnis
Der Vergleich der Steigerung zeigte, dass bezogen auf den Gesamt- und Einwa¨rtsstrom
LY einen sta¨rkeren Effekt auf die zuvor mit Cannabidiol inkubiert Zellen besitzt. Die
p-Werte lagen bei 0.01 fu¨r den Vergleich der Gesamtstro¨me und 0.03 fu¨r die Einwa¨rts-
stro¨me. In Hinblick auf die Steigerung der Auswa¨rtsstro¨me zeigten sich bei Hitze und
zusa¨tzlichem Cannabidiol keine signifkanten Unterschiede nach Applikation von LY.
*
       +             +          45°C
-8
5 6
St
ei
ge
ru
ng
 d
. S
tr
om
di
ch
te
 (%
)
       +             +          LY
4
       -             +           CBD
       +               +          45°C
2
5 6
St
ei
ge
ru
ng
 d
. S
tr
om
di
ch
te
 (%
)
          +               +          LY
4
       -               +           CBD
* n.s.
       +                  +          45°C-10
5 6
St
ei
ge
ru
ng
 d
. S
tr
om
di
ch
te
 (%
)
       +                  +          LY
10
       -                  +           CBD
Abbildung 3.28: Vergleich der Stromdichtensteigerung nach LY294002 und vorheriger
Hitze bzw. zusa¨tzlicher Cannabidiol Applikation. Die linke Abbildung bildet die Ge-
samtstromdichten ab, wa¨hrend die mittige die Einwa¨rts- und die rechte die Auswa¨rts-
stromdichten darstellt. Die Balken entsprechen dabei den aus den Versuchen errech-
neten Mittelwerten mitsamt Standardfehlerabweichung. Die Ziffer innerhalb des Bal-
kens entspricht der Zellzahl, die Beschriftung unterhalb der Balken kennzeichnet die
verwendeten Substrate.
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Kapitel 4
Diskussion
4.1 Untersuchungsziel
TRPV2-Kana¨le konnten in humanen retinalen Pigmentepithelzellen nachgewiesen wer-
den. Deren Aktivierung steigert die Sekretion des Wachstumsfaktors VEGF-A durch
das retinale Pigmentepithel. Nachweislich sind TRPV2-Kana¨le jedoch vor allem im
Zytosol der Pigmentzellen lokalisiert (s. Abb. 4.1) [42]. Ziel dieser Arbeit ist es ge-
wesen, die Regulierung der Kanalaktivita¨t von TRPV2-Kana¨len zu untersuchen - ge-
schieht dies vor allem durch Oberfla¨chenexpression oder durch Steuerung der Offen-
wahrscheinlichkeit?
4.2 Vorgehensweise
Zur Beantwortung des Untersuchungsziels wurde schrittweise vorgegangen: Zuna¨chst
wurden TRPV2-Kana¨le in den verwendeten Kulturen von ARPE19-Zellen nachgewie-
sen. Dabei wurden die Zellen auf u¨ber 45°C erwa¨rmt, da dies ein spezifischer Stimulus
fu¨r TRPV2-Kana¨le ist. Letztlich ist dies ein Kompromiss gewesen: Temperaturen von
u¨ber 50°C fu¨hrten zu einer Instabilita¨t des Patches, die zum Abbruch des Versuches
fu¨hrten. Daher wurde eine niedrigere Temperatur gewa¨hlt, die dennoch ausreicht um
TRPV2-Kana¨le zu aktivieren [74, 26, 31]. Um den Effekt, der durch Wa¨rme verursacht
wurde, auf TRPV2-Kana¨le zuru¨ckzufu¨hren, wurden verschiedene Inhibitoren verwen-
det, die gemeinsam das pharmakologische Profil des-TRPV2-Kanals abbilden: Ruthe-
nium Rot, Lanthan und SKF96365.
Danach wurde mittels drei verschiedener Stimuli die Regulation der TRPV2-Kana¨le
untersucht. Erwartet werden konnte, dass mittels Hitze lediglich die Offenwahrschein-
lichkeit der Kana¨le zunimmt. IGF-1 steigert die Oberfla¨chenexpression der Kana¨le,
unklar war die direkte Aktivierung der Kana¨le durch IGF-1. Bisherige Publikationen
beschrieben auch durch Cannabidiol eine zunehmende Oberfla¨chenexpression [46].
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Jedoch ist in Bezug auf Cannabidiol unklar gewesen, ob auch eine direkte Aktivierung
mo¨glich ist. Daher wurde nach Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen Aktivator
(IGF-1/CBD) durch einen zusa¨tzlichen Stimulus (Hitze) untersucht, inwieweit die Of-
fenwahrscheinlichkeit zusa¨tzlich gesteigert werden kann.
Abschließend wurde mittels LY29003 gepru¨ft, ob die Mechanismen von einem PI3-
Kinase Signalweg abha¨ngig sind. Diese Kinase spielt vor allem bei der der Oberfla¨chen-
expression eine wichtige Rolle [59, 12, 31].
heat-evoked membrane conductance was blocked by applica-
tion of SKF-96365 (20 μM) (Fig. 2c). Thus, by means of
activation temperature and blocker sensitivity, ARPE-19 cells
showed functional expression of ion channels with properties
of the TRPV2 channel.
In the next step, the activation of TRPV2 channels by G
protein-coupled receptors was investigated. Stimulation of the
cells with IGF-1 (300 ng/ml) led to a more pronounced in-
crease in the current density, by 459±200 % (n=4), compared
to that with heat alone. The IGF-1-stimulated membrane con-
ductance could not be further stimulated by an increase in
temperature (by 527±184 %; n=4, p=0.81; Fig. 3d–f). Both
IGF-1-dependent and heat-dependent stimulation of mem-
brane conductance in the presence of IGF-1 were fully
blocked by SKF-96365 (−1.29±7.99 %, n=5, p=0.03; and
94± 50 %, n=5, p=0.0395, respectively; (Fig. 3f).
Comparable observations were made using CBD (45 μM)
to stimulate TRPV2 channels. CBD significantly increased
the current density, by 313±50 % (n=6), which was further
stimulated by heat to 476±43 % (n=6, p=0.0341; Fig. 3a–c).
The effects of CBD on membrane conductance were
also fully blocked by application of SKF-96365 (−0.71±
6.13 %; n=4, p=0.0011 for CBD and SKF-96365; and
12.33±7.14 % n=4, p<0.001 for CBD, heat stimulation,
and SKF-96365; Fig. 3c).
Regulation of surface expression of TRPV2 channels
in ARPE-19 cells
IGF-1 was found to regulate the TRPV2 channel activity by
increasing its surface expression via a PI3K-dependent mech-
anism [22, 31]. In order to test whether this mechanism ap-
plied for both the IGF-1- and CBD-dependent stimulation of
TRPV2 channels in ARPE-19 cells, we used the LY294002
specific blocker of PI3K. In the presence of LY294002, nei-
ther the application of IGF-1 nor CBD resulted in a change in
membrane conductance. The current density increase after
application of CBD under heat stimulus to 475.73±42.97 %
(n=4) decreased to 18.58±3.29 % in the presence of
LY294002 (n=6, p<0.001; Fig. 5a). The same applied for
IGF-1: 527.39±184.38 % (n=4) for IGF-1 under heat stimu-
lus and 10.76±14.96 (n=5, p=0.0156) in the presence of
LY294002 (Fig. 5c).
These data suggest that TRPV2 channels are activated by
both IGF-1 and CBD via a PI3K-dependent mechanism.
Therefore, it is possible that this occurs by direct channel
negative control
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Fig. 1 Expression pattern of TRPV2 channels in the RPE. a–c
Immunostaining of a deparaffinized sagittal retina section of an adult
C57BL/6 mouse against TRPV2 (a) labeled in red. Nuclei were
counterstained with DAPI. The scale bar represents 50 μm. b 100×
magnification of the RPE of 1a: staining against TRPV2 revealing
localization of TRPV2 in the basolateral membrane of the RPE
(indicated by white arrow). c 100× magnification of a section
exclusively stained with the secondary antibody revealing nonspecific
staining of the photoreceptor outer segments (POS) but no signal in the
RPE. The scale bar represents 10 μm. d Immunostaining of ARPE-19
cells showing endogenous expression of TRPV2 (labeled in red). The
scale bar represents 10 μm. GCL ganglion cell layer, INL inner nuclear
layer, ONL outer nuclear layer, RPE retinal pigment epithelium
Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol
Abbildung 4.1: Immunhistochemische Darstellung der endogen Expression des
TRPV2-Kanals (rot gefa¨rbt) in ARPE19-Zelle . Wie die Abbildu zeigt sind di rot-
gefa¨rbten TRPV2-Kana¨le vor allem im Zytosol der Zell lokalisiert. Sk a 10µm. Mo-
difiziert aus [100].
4.3 Einzelergebnisse
Nachweis TRPV2
• Hitze
Zuna¨chst mu te TRPV2-Ka a¨ e in den v wendeten ARPE19-Zellkulturen
nachgewiesen werden. Dafu¨r wurden diese mittels Hitze stimuliert, da TRPV2-
Kana¨le thermosensibel sind und Temperaturerho¨hungen einen spezifischen Sti-
mulus darstellen [26]. Da viele der TRP-Kana¨le thermosensibel sind [79] mus-
ste der Temperaturbereich gewa¨hlt werden, der zur Aktivierung von TRPV2-
Kana¨len fu¨hrt. Temperaturen <40°C fu¨hren vor allem zur erho¨hten Offenwahr-
scheinlichkeit von TRPV-3 und -4 Kana¨len. Ab 40°C kommt es zur erho¨hten Of-
fenwahrscheinlichkeit von TRPV-1 und -2 Kana¨len [74, 26]. Der gewa¨hlte Tem-
peraturbereich von durchschnittlich 48.1°C musste demnach zur Aktivierung
von TRPV2-Kana¨len fu¨hren, falls exprimiert.
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Durch Erho¨hung der Temperatur auf 48.1°C konnte die Membranleitfa¨higkeit
gesteigert werden. Die Gesamtleitfa¨higkeit stieg dabei um 37.7 ∓ 6.3 %. Die
Einwa¨rtsstromdichte nahm, bei einem Membranpotential von -140mV, um δ J
= 8.0 pApF−1 zu. Dies reflektiert den Einwa¨rtsstrom positiv geladener Ionen in
die Zelle im Sinne einer inward rectification. A¨hnlich zu Cordeiro et al. [31], die
ebenfalls in hRPE/ARPE-Zellen einen derartigen Einwa¨rtsstrom messen konn-
ten. Bereits beim Haltepotential von -40mV nahm, nach Stimulation durch Hit-
ze, der Strom um δ J = -0.8 ± 0.2 nA ab. Dies war ebenso auf den Einstrom positiv
geladener Ionen zuru¨ckzufu¨hren. Auch Cordeiro et al. [31] kamen zu a¨hnlichen
Ergebnissen.
Die bereits von Caterina et al. [21] beschriebene Zunahme des Auswa¨rtsstromes
blieb in diesen Versuchen aus. Bei einem Membranpotential von 60mV,nahm die
Membranleitfa¨higkeit sehr geringfu¨gig ab (δ J = -0.8 pApF−1). Dabei gilt die out-
ward rectification als Charakteristikum des TRPV2-Kanals. Zuna¨chst gilt, dass
nicht-selektive Kationen-Kana¨le sowohl ein-, als auch auswa¨rts-rektifizierende
Eigenschaften besitzen: Sobald sich das Membranpotential vom Ruhepotential
entfernt wird es zu einem Ionenstrom kommen, da der Kanal kein spezifisches
Ion leitet. Eine Rektifikation ist streng genommen nicht mo¨glich, jedoch wird
dieser Begriff zur Beschreibung der Potentialabha¨ngigkeit mit diesen Eigenschaf-
ten ha¨ufig verwendet. Zudem stimulierten in der Erstbeschreibung des TRPV2-
Kanals Caterina et al. HEK293 Zellen ausgehend von einem -40mV Haltepoten-
tial bis zu einem Potential von +100mV. Sie beschrieben dabei eine deutliche
Zunahme des Auswa¨rtsstromes. Gegebenenfalls wa¨re in den vorliegenden Ver-
suchen auch ein sta¨rkerer Auswa¨rtsstrom messbar gewesen, ha¨tte man sich im
positiven Potentialbereich weiter vom Ruhepotential entfernt.
Fu¨r TRPV2-Kana¨le gilt, dass das Umkehrpotential bei ∼0mV liegt. Das erhaltene
(+10.1mV ± 5.8) entsprach nicht dem, welches fu¨r TRPV2-Kana¨le zu erwarten
gewesen wa¨re [99, 31, 26]. Diese Abweichung ko¨nnte durch die Zusammenset-
zung der Lo¨sungen erkla¨rbar sein: TRPV2 leitet vor allem Ca2+-Ionen. In den
Versuchen war die Konzentration fu¨r Ca2+ extrazellula¨r doppelt so hoch (1mM),
wie intrazellula¨r (0.5mM). Folglich ist auch ein positiveres Umkehrpotential zu
erwarten gewesen. Auch Caterina et al. erhielten in ihren Versuchen mit asymme-
trischer Konzentration fu¨r Ca2+ in HEK293 Zellen, fu¨r Ca2+ ein Erev von +6,5mV.
Die verschiedenen Eigenschaften, die aus den Stromantworten ablesbar gewe-
sen sind (Umkehrpotential, Strom-Spannungsverha¨ltnis etc.), sind mit der Akti-
vita¨t von TRPV2-Kana¨len, wie sie im heterologen Expressionssystem beschrie-
ben wurden, vereinbar gewesen. Da eine Temperaturerho¨hung auf >40°C auch
andere Ionenkana¨le aktivieren kann, bspw. TRPV1 Kana¨le, musste man die Be-
teiligung anderer Ionenkana¨le ausschließen:
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Die Beteiligung von K+-Kana¨len konnte durch eine kaliumfreie Zusammenset-
zung der Pipetten- und Badlo¨sung ausgeschlossen werden. Folglich war die erho¨hte
Leitfa¨higkeit nach Wa¨rmeimpuls auf die Aktivita¨t von Kationen- oder Cl−-Ka-
na¨len zuru¨ckfu¨hren gewesen [119, 56, 129, 70, 54, 31]. Durch die Lage des Um-
kehrpotentials ist die Wahrscheinlichkeit einer Beteiligung von Cl−-Kana¨len ge-
ring gewesen: Da die Verteilung der Cl−-Konzentration asymmetrisch gewesen
ist (intrazellula¨r > extrazellula¨r), wa¨re bei einer Beteiligung von Cl−-Kana¨len
ein negatives Umkehrpotential zu erwarten gewesen, oder eine signifikante Ver-
schiebung des Umkehrpotentials in negative Richtung. Ebenso war die Beteili-
gung weiterer TRPV-Kana¨le (bspw. TRPV3 und -4) unwahrscheinlich, da diese
bei deutlich niedrigeren Temperaturen aktiv werden (TRPV3 bei >30°C, TRPV4
bei >24°C [25]).
Dass Hitze TRPV2-Kana¨le aktiviert, war bekannt. Caterina et al. [21] gelang es
erstmalig den TRPV2-Kanal zu beschreiben, indem sie Hitze als Stimulus ver-
wendeten. Jedoch gab es folgende Unterschiede: (1) Caterina et al. verwendeten
ein heterologes Expressionssystem, da sie entweder HEK293 Zellen oder Xeno-
pus oocytes mit VRL-1 cRNA transfizierten. Nachteilig an diesem System war,
dass die posttranslationale Modifikation nicht gleichzusetzen ist mit der eines
homologen Expressionssystem. (2) Sie legten als Grenzwert fu¨r die Stimulation
der TRPV2-Kana¨le ca. 52°C fest. Folglich wa¨re die hier verwendete Temperatur
von durchschnittlich 48.1°C zu gering fu¨r die Aktivierung von TRPV2-Kana¨len
gewesen. Weitere Publikationen zeigten, dass auch geringere Temperaturen zu
einer Aktivierung von TRPV2-Kana¨len fu¨hren ko¨nnen. Bspw. wiesen Cordeiro
et al. [31] erstmalig TRPV2-Kana¨le in ARPE19-Zellen nach und verwendeten
dabei durchschnittliche Temperaturen von 45°C. Liu et al. [74] konnten durch
repetitive Stimulation mit Hitze sogar zeigen, dass die Aktivierungsschwelle fu¨r
TRPV2-Kana¨le variabel ist. Demnach war auch die hier verwendete Tempera-
tur von durchschnittlich 48.1°C hoch genug fu¨r die Aktivierung von TRPV2-
Kana¨len in ARPE19-Zellen.
• Pharmakologie
Zwar sprachen das vorliegende Strom-Spannungsverha¨ltnis und die positive Stro-
mantwort fu¨r eine Wirkung des Hitzeimpulses auf die Aktivita¨t von TRPV2-
Kana¨len. Aber nicht nur TRPV2-Kana¨le reagieren auf Wa¨rme, sondern auch an-
dere Ionenkana¨le wie z.B. TRPV1 und Anoctamin-1 [126, 23]. Durch Untersu-
chung der Wirksamkeit verschiedener Inhibitoren konnte untermauert werden,
dass die Leitfa¨higkeitszunahme nach Hitzeimpuls auf TRPV2-Kanalaktivita¨t zuru¨ck-
zufu¨hren war. Drei verschiedene Inhibitoren wurden hierfu¨r verwendet:
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(1) Ruthenium Rot, ein unspezifischer Hemmstoff fu¨r TRP-Kana¨le und Ryanodin-
Rezeptoren [34, 77, 8, 1, 132, 26].
(2) Lanthan, ebenso ein unspezifischer Hemmstoff fu¨r TRP-Kana¨le, hemmt ne-
ben diesem auch andere Ca2+-Kana¨le [69, 26, 31, 11]. Im Vergleich zu Ruthenium
Rot wirkt es in manchen Zelltypen (z.B. DRG Neurone aus Ratten) aktivierend
auf TRPV1 und hemmend auf TRPV2-Kana¨le [71].
(3) SKF96365, ein Hemmstoff mit geringer Breite im Wirkungsprofil und vor-
nehmlicher Affinita¨t fu¨r TRPV2. Da andere Ionenkana¨le, die durch SKF96365
gehemmt werden, nicht im RPE exprimiert werden, kann die Substanz als recht
spezifisch fu¨r die Anwendung im RPE gesehen werden [58, 25]. Dies besta¨tig-
ten Barro-Soria et al. [4]: Der Anstieg an intrazellula¨rem Ca2+ in Schweine-RPE
Zellen, ausgelo¨st durch Angiotensin II, konnte durch SKF96365 in gleicher Wei-
se, wie durch TRPV2-siRNA-Knockdown, unterdru¨ckt werden. Folglich scheint
SKF96365 ein sehr spezifischer Hemmstoff fu¨r TRPV2-Kana¨le im RPE zu sein.
Zuna¨chst verhinderte Ruthenium Rot eine Leitfa¨higkeitszunahme durch Hitze.
Ruthenium Rot wirkt jedoch auf diverse TRPV-Kana¨le (1-6; s. [25]). Auch Lan-
than verhinderte eine Leitfa¨higkeitszunahme durch Hitze, besitzt jedoch, a¨hn-
lich wie Ruthenium Rot, ein sehr breites Wirkumsspektrum. Da bspw. die Akti-
vita¨t von TRPV1-Kana¨len im angewandten Temperaturbereich mo¨glich gewesen
wa¨re, wurde SKF96365 verwendet, welches spezifisch auf TRPV2 wirkt, nicht
aber auf TRPV1 im RPE. A¨hnlich zu Ruthenium Rot und Lanthan hemmte SKF96365
die Leitfa¨higkeitszunahme. Das pharmakologisches Profil an wirksamen Antago-
nisten entsprach dem der TRPV2-Kana¨le, wodurch deren Aktivita¨t besta¨tigt wer-
den konnte [25, 26, 126].
Erstaunlicherweise fu¨hrten die Inhibitoren sowohl in Bezug auf die Gesamt-,
Einwa¨rts- und Auswa¨rtsstromdichte zu einer Reduktion der Leitfa¨higkeitszu-
nahme. Bspw. kam es in den Versuchen von Cordeiro et al. [31] an hRPE/ARPE19-
Zellen zu keiner Reduktion der Leitfa¨higkeit durch Ruthenium Rot, bei positiven
Membranpotentialen.
Interessant war die unterschiedliche Wirksamkeit der angewendeten Pharmaka:
Wa¨hrend Ruthenium Rot die Leitfa¨higkeitszunahme reduzierte, fu¨hrten Lan-
than und SKF96365 zu einer Abnahme der Leitfa¨higkeit unter den Ausgangs-
wert. Dies ko¨nnte ein Hinweis darauf sein, dass TRPV2 in ARPE19-Zellen kon-
stitutiv aktiv ist. Dies ko¨nnte auch erkla¨ren, weshalb bereits eine Temperatur-
erho¨hung zur Leitfa¨higkeitszunahme fu¨hrt. Durch Inkubation mit Lanthan oder
SKF96365 wird nicht nur verhindert, dass durch die erho¨hte Temperatur TRPV2-
Kana¨le aktiv werden, sondern auch bereits aktive Kana¨le werden blockiert.
Zusa¨tzlich ko¨nnte die unterschiedliche Wirksamkeit der Inhibitoren durch fol-
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gende Faktoren beeinflusst werden:
– Die verschiedenen Pharmaka haben unterschiedlich starke Affinita¨t zu
TRPV2-Kana¨len
– Die Wirksta¨rke der Pharmaka ist konzentrationsabha¨ngig
4.4 Regulationsmechanismen
Nachdem die Aktivita¨t von TRPV2-Kana¨len in ARPE19-Zellen nachgewiesen werden
konnte, zielten die folgenden Experimente darauf ab, die eigentliche Frage nach der
Regulation der Kana¨le zu beantworten. Mittels drei verschiedener Stimuli (Hitze, IGF-
1, Cannabidiol) wurde untersucht, ob die Regulation der Kana¨le von der Oberfla¨chen-
expression oder Steuerung der Offenwahrscheinlichkeit abha¨ngig ist. Dabei galt die
Antwort auf den Hitzepuls als direktes Maß fu¨r die aktiven Kana¨le in der Membran.
Wirkung von IGF-1
Bereits 1999 gelang es Kanzaki et al. [59] nachzuweisen, dass TRPV2-Kana¨le in CHO-
und MIN6-Zellen nach Stimulation mit IGF-1 in intrazellula¨ren Vesikeln gespeichert,
in die Zellmembran translozieren. Gleiches konnte nun auch von Reichhart et al. [100]
fu¨r TRPV2-Kana¨le in ARPE19-Zellen gezeigt werden (s. 4.2). Daher schien IGF-1 in
der na¨chsten Versuchsreihe ein geeigneter Stimulus zu sein, um TRPV2-Kana¨le hin-
sichtlich der Regulation der Oberfla¨chenexpression zu untersuchen (s. Abbildung 4.3):
Zuna¨chst fu¨hrte IGF-1 auch in den verwendeten ARPE19-Zellen zu einem Anstieg der
Zelleitfa¨higkeit. Dieser konnte durch einen weiteren Hitzeimpuls nicht weiter gestei-
gert werden. Dies ko¨nnte durch Folgendes erkla¨rbar sein: (1) Zuna¨chst steigert IGF-1
die Oberfla¨chenexpression von TRPV2-Kana¨len. (2) Zusa¨tzlich kommt es zur vermehr-
ten Offenwahrscheinlichkeit der Kana¨le durch IGF-1, daher nimmt die Leitfa¨higkeit
auf zweierlei Wegen auch deutlich zu. (3) Durch den zusa¨tzlichen Hitzeimpuls kann
die Leitfa¨higkeit nicht weiter gesteigert werden. Dies ko¨nnte bedeuten, dass durch
IGF-1 bereits ein Großteil der TRPV2-Kana¨le in der Membran aktiviert worden ist.
Erneut musste gezeigt werden, dass dieser Leitfa¨higkeitsanstieg auf die Aktivita¨t von
TRPV2-Kana¨len zuru¨ckzufu¨hren war. Die Stromeigenschaften aus den Versuchen nach
IGF-1 Inkubation stimmten mit denen nach Stimulation mittels Wa¨rme u¨berein (s.
4.3). Bei stark negativen Membranpotentialen kam es zu einem starken Einstrom po-
sitiv geladener Ionen. Ebenso fiel bei einem Haltepotential von -40mV eine deutliche
Negativierung des Haltestromes auf (δ J = -212.2 ± 104.6 nA). Die Umkehrpotentiale
lagen ebenso bei 10.3 ± 2.8 mV (s. Erla¨uterung 4.3). Aufgrund dieser Ergebnisse konn-
te erneut vermutet werden, dass TRPV2-Kana¨le beteiligt sein mu¨ssen. Daher wurde in
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den na¨chsten Versuchen, durch Abbildung des pharmakologischen Profils des TRPV2-
Kanals, die gemessene Aktivita¨t auf diesen zuru¨ckgefu¨hrt.
• Pharmakologie
Um das pharmakologische Profil des TRPV2-Kanals abzubilden, wurden in zwei
weiteren Versuchsreihen Ruthenium Rot und SKF96365 verwendet. Die Ergeb-
nisse unterschieden sich deutlich voneinander: Durch Ruthenium Rot konnte die
Wirkung von IGF-1 gehemmt werden. Auch ein zusa¨tzlicher Hitzeimpuls konn-
te, nach Inkubation mit Ruthenium Rot, die Leitfa¨higkeit nicht steigern. Ebenso
wenig unterschieden sich die Haltepotentiale im Vorher-Nachher-Vergleich. Er-
staunlicherweise konnte diesmal durch Ruthenium Rot die Grundleitfa¨higkeit
der Zellen unter den Ausgangswert gesenkt werden. In den vorherigen Versu-
chen ist dies mit SKF96365 und Lanthan ebenfalls mo¨glich gewesen. Erneut
besta¨tigt dies den Hinweis auf die konstitutive Aktivita¨t der TRPV2-Kana¨le. Zu-
sammenfassend erwies sich Ruthenium Rot als sehr wirksamer Inhibitor. Da Ru-
thenium Rot ein sehr breites Wirkungsspektrum hat und so die Aktivita¨t von
bspw. TRPV1-Kana¨len nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde im na¨chsten
Schritt SKF96365 verwendet. Dieser ist spezifischer fu¨r TRPV2-Kana¨le, als Ru-
thenium Rot. Trotz Inkubation mit SKF96365 kam es durch IGF-1/Hitze zu ei-
nem signifkanten Anstieg der Gesamt-, Ein- und Auswa¨rtsstromdichte. Prozen-
tual nahm die Gesamtstromdichte um 21.3 ± 5.5%, die Einwa¨rtsstromdichte um
43.7 ± 5.5% (nicht signifikant) und die Auswa¨rtstromdichte um 13.0 ± 8.7% zu.
Verglichen dazu, war die prozentuale Zunahme der Gesamt-, Ein- und Auswa¨rts-
stromdichte nach alleiniger Inkubation mit IGF-1 deutlich gro¨ßer (s. Ergebnisse
3.9). Daher wurden die Ergebnisse nach IGF-1/Hitze Stimulation mit denen nach
vorheriger Inkubation mit SKF96365 verglichen. Dies geschah mittels ungepaar-
tem t-Test: Dieser ergab, dass die Zunahme der Leitfa¨higkeit nach Inkubation
mit IGF-1 und SKF96365 signifkant geringer war, als nach alleiniger IGF-1 In-
kubation. Gleiches wiederholte sich beim Vergleich der Werte nach zusa¨tzlichem
Hitzeimpuls. Damit war die Wirksamkeit von SKF96365 und gleichzeitig die Ak-
tivita¨t von TRPV2-Kana¨len besta¨tigt (s. Ergebnisse 3.9).
Mo¨glicherweise war die Konzentration von SKF96365 noch zu gering, um bereits
im Vorher-Nachher-Vergleich eine signifkante Hemmung der IGF-1 Wirkung zu
erzielen. Interessant wa¨re eine Versuchsreihe, in der aufsteigende Konzentratio-
nen von SKF96365 verwendet werden. So ko¨nnte die Konzentration bestimmt
werden, ab der es durch SKF96365 bereits im Vorher-Nachher-Vergleich zu ei-
ner signifikanten Hemmung kommt. In einer weiteren Versuchsreihe, a¨hnlich zu
[31], ko¨nnte der Beweis mittels TRPV2-si-RNA-Knockdown erha¨rtet werden.
Pottosin et al. [96] untersuchten in Jurkat T-Zell Lymphoblasten TRPV2-Kana¨le
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hinsichtlich ihrer Mechanosensitivita¨t. In ihren Patch-Clamp Versuchen verwen-
deten sie ebenfalls Ruthenium Rot und SKF96365 als Inhibitoren. Dabei verwen-
deten sie eine andere Konzentrationen fu¨r SKF96365, als in diesen Versuchen.
Sie fu¨hrten jeweils eine Versuchsreihe durch mit einer SKF96365 Konzentration
von 50µMol und 250µMol. Die Konzentration fu¨r Ruthenium Rot lag ebenfalls
bei 20µMol. Mit Ruthenium Rot konnten sie eine signifikante Hemmung errei-
chen und einen Leitfa¨higkeitsanstieg unterdru¨cken. Mit SKF96365 konnte erst
mit einer Konzentration von 250µMol ein Leitfa¨higkeitsanstieg blockiert werden,
50µMol sind nicht ausreichend gewesen. Die hier verwendete Konzentration ist
deutlich geringer gewesen (20µMol), mo¨glicherweise ha¨tte eine ho¨here Konzen-
tration zu einer signifkanten Hemmung im Vorher-Nachher-Vergleich gefu¨hrt.
In ARPE19-Zellen untersuchten Cordeiro et al. [31] TRPV2-Kana¨le mittels IGF-
1. Sie wiesen einen Anstieg an intrazellula¨rem Ca2+, ausgelo¨st durch Inkubation
mit IGF-1, nach. Dies konnte durch Inkubation mit Ruthenium Rot (20µMol) ge-
hemmt werden.
Auch in diesem Fall konnte belegt werden, dass die Wirkung von IGF-1 auf
TRPV2-Kana¨le durch Ruthenium Rot gehemmt werden kann. Aus den vorliegen-
den Versuchen geht zusa¨tzlich hervor, dass auch SKF96365 zu a¨hnlicher Hem-
mung fu¨hrt. Die Ergebnisse besta¨tigen, dass TRPV2-Kana¨le in ARPE19-Zellen
durch IGF-1 aktiviert werden ko¨nnen.
U¨ber welche Mechanismen reguliert IGF-1 die Aktivita¨t von TRPV2-Kana¨le?
Fraglich war, ob IGF-1 vor allem u¨ber vermehrte Oberfla¨chenexpression oder direkte
Aktivierung auf TRPV2-Kana¨le wirkt. Der Quervergleich zu den Versuchen mit reiner
Hitzestimulation zeigte, dass es alleinig durch IGF-1 zu einer gro¨ßeren Leitfa¨higkeits-
zunahme kommt, als durch Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit durch Hitze (s.
Ergebnisse 3.10). Demnach muss die Regulation der TRPV2-Kana¨le durch IGF-1 kom-
plexer sein, als eine alleinige Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit:
Bereits Kanzaki et al. [59] konnten fu¨r CHO- und MIN6 Zellen zeigen, dass TRPV2-
Kana¨le nach einem Stimulus mit IGF-1 von intrazellula¨r in die Zellmembran translo-
zieren. In weiteren Publikationen konnte dieser Mechanismus ebenfalls nachgewiesen
werden [65, 66, 41]. Spa¨ter konnten Reichhart et al. [100] fu¨r ARPE19-Zellen zeigen,
dass TRPV2-Kana¨le nach Stimulation mit IGF-1 von intrazellula¨r in die Zellmembran
translozieren (s. Abbildung 4.2).
Unklar war, ob IGF-1 nur durch Steigerung der Oberfla¨chenexpression oder auch durch
Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit TRPV2-Kana¨le reguliert. Daher wurden die
Zellen in diesen Versuchen, nach Inkubation mit IGF-1 und Zunahme der Leitfa¨hig-
keit, zusa¨tzlich mit Hitze stimuliert. Dies fu¨hrte zu keinem signifikanten Leitfa¨hig-
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keitsanstieg. Die Leitfa¨higkeitszunahme nach Hitzeimpuls war ein indirektes Maß
dafu¨r, wie viel aktive TRPV2-Kana¨le sich in der Zellmembran befinden und daher
durch Hitze aktiviert werden ko¨nnen. Da nach Inkubation mit IGF-1 keine weitere
signifikante Leitfa¨higkeitszunahme durch Hitzeimpuls meßbar gewesen ist, ist da-
von auszugehen, dass durch Stimulation mit IGF-1 bereits ein Großteil der Kana¨le
in der Membran aktiviert worden ist. Fu¨r den Effekt von IGF-1 bedeutet dies, dass es
nicht nur die Oberfla¨chenexpression der TRPV2-Kana¨le, sondern auch die Offenwahr-
scheinlichkeit der Kana¨le erho¨ht.
which was also reduced by siRNA knockdown. Taken togeth-
er, these data suggest that heat-activated membrane conduc-
tance can be identified as an activity of TRPV2 channels. The
fact that only 60 % of the cells showed a heat response is most
likely due to specialization of RPE cells within the monolayer.
Whereas all RPE cells contribute to basic functions such as
epithelial transport of nutrients and water, visual cycle, and
phagocytosis [5], there are certain RPE cells specialized for
other functions such as secretion—for example, growth fac-
tors on one hand and immune regulators on the other—and the
underlying pathways require specialized protein expression.
Such specialization may explain the fact that not all cells ex-
press TRPV2 channels. We observed this phenomenon in
terms of complement signaling, which we reported in a recent
publication [48].
IGF-1 and CBD led to a much greater increase in mem-
brane conductance than heat stimulation alone, and the effects
of both IGF-1 and CBD were again blocked by SKF-96563.
Therefore, IGF-1 and CBD are also involved in activation of
TRPV2 channels in the RPE. Quantitative immunocytochem-
ical analysis revealed a mechanism by which IGF-1 and CBD
more strongly activated TRPV2 channel currents than heat
alone. Similar to that in non-stimulated cells, TRPV2 staining
was more prominent in the cytoplasm; this pattern evolved
into one in which TRPV2 localization was significantly in-
creased in the plasma membrane after stimulation with either
IGF-1 or CBD. Therefore, the increase of TRPV2 conduc-
tance in ARPE-19 cells by CBD and IGF-1 involves an in-
crease in surface expression of TRPV2. Using LY294002 that
abolished the increase in membrane conductance and surface
expression by IGF-1 and CBD, we were able to demonstrate
that the effects of these agonists underlie a PI3K-dependent
modulation of TRPV2, a mechanism that was also demon-
strated by Link et al. [49]. In summary, the tools selected for
this study are suitable for analyzing the two basic TRPV2
channel activation mechanisms in RPE cells: stimulation of
pore activity and increased surface expression.
The investigation of TRPV2-activating effects revealed
marked differences between the two agonists. The increase
in TRPV2 surface expression was significantly lower with
IGF-1 than with CBD, whereas IGF-1 led to a stronger in-
crease in membrane conductance, which could not be further
stimulated by heat. Thus it is evident that the TRPV2 stimu-
lating mechanism of IGF-1 is based on both increased surface
expression and stimulation of the channel activity itself, such
that a physiological heat stimulus cannot further increase
membrane conductance. CBD, on the other hand, primarily
stimulates surface expression of TRPV2, with a weaker effect
on the membrane conductance, but it can be further stimulated
by heat. As such, regulation of TRPV2 channel activity in-
cludes both surface expression and channel activation. The
two agonists use different proportions of the activation
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Fig. 4 G protein-induced modulation of surface expression of TRPV2 in
ARPE-19 cells. a–c The left panel provides confocal microscopy pictures
of ARPE-19 cells either unstimulated (a) or treated with CBD (b) or IGF-
1 (c), revealing an increase in TRPV2 protein expression in the cell
membrane of ARPE-19 cells after stimulation with CBD or IGF-1. The
right panel illustrates the application of an edge detection algorithm to a
single cell of the raw data on the right panel. The red line represents the
outside of the cell, and the yellow line the inside of the cell. d Relative
surface expression [(∑ pixels in the red circle – ∑ number of pixels in the
yellow circle)/∑ pixels in the red circle] of unstimulated cells (n=11) and
cells after stimulation with CBD (n=9) and IGF-1 (n=10), showing a
significant increase in surface expression of the TRPV2 protein in IGF-
1 and even more in CBD-stimulated cells. *: p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001; ns not significant
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Abbildung 4.2: Auf der linken Seite Abbildu gen der konfokalen Mikroskopie von
ARPE19-Zellen: Die Kontr lle zeigt den unstimulierte Zustand, die folgenden Ab-
bild ngen den Zustand nach Stimulation mit Cannabidiol (CBD) oder IGF-1. Nach
Stimulation mit Cannabidiol oder IGF-1 waren mehr TRPV2-Kana¨le an der Zello-
berfla¨che nachzuweisen. Der Anteil an TRPV2-Kana¨len in der Zellmembran war nun
ho¨her als im Zytosol. Die rote Linie kennzeichnet die Außenseite der Zelle, wa¨hrend
der gelbe Kreis den Intrazellula¨rraum beschreibt. Aus den Anzahl der Pixel innerhalb
der jeweilig n Kreise konnte dan die quan itativ TRPV2 Expression ber chnet wer-
den: (
∑
Pixel i nerhalb des roten Kreises-
∑
Pi el innerhalb des gelb n Kreises)/
∑
Pixel
innerhalb des roten Kreises. Das Ergebnis ist rechts als Diagramm dargestellt. Ko =
Kontrolle, CBD= Cannabidiol; *: p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns: nicht signifi-
kant; Modifiziert aus [100].
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Wirkung von Cannabidiol
Bisogno et al. [10] untersuchten bereits 2001 die Wirkung von Cannabinoiden auf
TRP-Kana¨le. Dabei untersuchten sie nicht nur die Wirkung von Cannabidiol, sondern
auch einiger Derivate, wie bspw. (+)-Cannibidiol, auf HEK293 Zellen. Diese waren
zuvor mit TRPV1-cDNA transfiziert worden und exprimierten folglich diesen Kanal.
Durch Inkubation mit Cannabidiol, sowie durch sein rechtsdrehendes Enantiomer,
stieg die intrazellula¨re freie Ca2+-Konzentration an. Durch Derivate, die bspw. anstatt
der C-7 Methylgruppe eine Carboxy- oder Hydroxymethylgruppe trugen, konnten
TRPV1-Kana¨le nicht derartig stimuliert werden. Spa¨ter folgten die Versuche von Nee-
per et al. [86]. Diese transfizierten HEK293 Zellen mit humaner- oder ratten-TRPV2-
DNA. Unter anderem wurde dann die Wirkung von ∆9-Tetrahydrocannabidiol auf
diese untersucht. Dabei fu¨hrte ∆9-Tetrahydrocannabidiol zu einem deutlichen An-
stieg der intrazellula¨ren freien Ca2+-Konzentration, gemessen durch Ca2+-Imaging.
Dies war der erste Nachweis fu¨r die Aktivierung von TRPV2-Kana¨len durch Canna-
binoide. Spa¨ter untersuchten Qin et al. [97] die Wirkung weiterer Cannabinoide auf
TRPV2-Kana¨le. Dafu¨r verwendeten sie ebenfalls HEK293 Zellen, die nach Transfekti-
on entweder humane- oder Ratten-TRPV2-Kana¨le exprimierten. Durch Ca2+-Imaging
wurden die intrazellula¨ren Ca2+-Konzentrationen, nach Inkubation mit den jeweiligen
Cannabinoiden, gemessen. Als Referenz galten dabei Messungen, die mit dem TRPV2-
Aktivator 2-APB durchgefu¨hrt worden. Erstaunlicherweise konnte die intrazellula¨re
Ca2+-Konzentration durch Cannabidiol am sta¨rksten gesteigert werden. Der Wert fu¨r
die mittlere effektive Konzentration (EC50) lag fu¨r Cannabidiol bei lediglich 3.7µM,
wa¨hrend sie fu¨r 2-APB bei 10.0µM lag.
Spa¨ter konnten die Vermutungen, dass TRPV2-Kana¨le durch Cannabidiol aktiviert
werden, durch die Vero¨ffentlichungen von Nabissi et al. [85], sowie Hassan et al. [46],
erha¨rtet werden. Letztere untersuchten Mikrogliazellen (BV2- und HAPI-Zellen). In
diesen fu¨hrte Cannbidiol zu einem vermehrten intrazellula¨ren Ca2+ Einstrom durch
TRPV2-Kana¨le. Ebenso konnten sie mittels immunzytochemischen Fa¨rbungen eine
Translokation von TRPV2-Kana¨len vom Zytosol in die Zellmembran, nach Stimulation
mit Cannabidiol, messen. Demnach scheint Cannbidiol geeignet zu sein, um TRPV2-
Kana¨le in ARPE19-Zellen hinsichtlich der Regulationsmechanismen Oberfla¨chenex-
pression und Offenwahrscheinlichkeit von TRPV2-Kana¨len zu untersuchen.
Analog zu den Vorversuchen musste zuna¨chst besta¨tigt werden, dass auch in ARPE19-
Zellen Cannabidiol die Membranleitfa¨higkeit steigert. Durch Cannabidiol ist es zum
Leitfa¨higkeitsanstieg in ARPE19-Zellen gekommen. In ersten Versuchen ist ein An-
stieg der Membranleitfa¨higkeit nach Inkubation mit Cannabidiol nach ∼240 Sekun-
den eingetreten.
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Hinsichtlich der Dauer bis zum Wirkungseintritt decken sich diese Versuche mit den
Ergebnissen von Barro-Soria et al. [4]. Sie untersuchten Schweine-RPE Zellen und ma-
ßen das intrazellula¨re freie Ca2+ nach Inkubation mit 15µM Cannabidiol. Nach un-
gefa¨hr 300 Sekunden stellten sie einen reversiblen Anstieg an intrazellula¨rem freien
Ca2+ fest. Die maximale intrazellula¨re Ca2+-Konzentration lag nach 750-1000 Sekun-
den vor.
Qin et al. [97] untersuchten die Wirkung von Cannabidiol (10µM) auf HEK293 Zel-
len mit Hilfe von zwei verschiedenen Versuchsmethoden. Zuna¨chst konnte mittels
Ca2+-Imaging gezeigt werden, dass nach ungefa¨hr 325 Sekunden das freie zytosoli-
sche Ca2+ ansteigt. In Patch-Clamp Versuchen ist es jedoch bereits nach wenigen Se-
kunden (<40 Sekunden) eine Leitfa¨higkeitszunahme festzustellen gewesen. Wieder
andere Ergebnisse erbrachten die Versuche von Hassan et al. [46]: 10µM Cannabidi-
ol fu¨hrten bereits nach <50 Sekunden zu einem Anstieg an intrazellula¨rem Ca2+ in
BV2-Microgliazellen oder HADI-Zellen. Die maximale intrazellula¨re Ca2+ Konzentra-
tion war nach ∼100 Sekunden messbar. Die Daten lassen wohl damit erkla¨ren, dass
die Offenwahrscheinlichkeit oder Translokation der TRPV2-Kana¨le in den verschiede-
nen Zelllinien/Expressionsystemen, nach Inkubation mit Cannabidiol, unterschied-
lich schnell eintreten. Auch Qin et al. stellten eine eine deutliche zeitliche Differenz
fest: In den Patch-Clamp Versuchen (<40 Sekunden) ist deutlich vor Anstieg des frei-
en zytosolischen Ca2+ (∼325 Sekunden) ein Leitfa¨higkeitsanstieg messbar gewesen -
in beiden Versuchen verwendeten sie HEK293 Zellen. Hier hat insbesondere die Ver-
suchsmethode einen Einfluss auf den Zeitpunkt des messbaren Wirkungseintritts: In
Patch Clamp Versuchen scheint ein Leitfa¨higkeitsanstieg fru¨her messbar zu sein, als
ein intrazellula¨rer Ca2+-Anstieg in der Fluoreszenzmessung. Dies kann unter ande-
rem auf die Verteilung des Ca2+ innerhalb der Zelle zuru¨ckgefu¨hrt werden: Ausgelo¨st
durch einen bestimmten Stimulus (bspw. Hitze, Hormone etc.) kommt es zu einem
Einstrom von Ca2+ in den submembranalen Raum der Zelle. Dort liegt zuna¨chst lokal
eine hohe Konzentration von Ca2+ vor, die weitere Ca2+-abha¨ngige Signalwege akti-
viert. Spa¨ter diffundiert das eingestro¨mte Ca2+ in das gesamte Zytosol. Die lokal hohe
Konzentration an Ca2+ nimmt demnach im Verlauf ab und erho¨ht die Konzentrati-
on des gesamten zyotosolischen Ca2+ [9]. Allerdings kann durch Fluoreszenzfarbstoffe
(bspw. Fura-2) nur das im gesamten Zyotosol vorliegende Ca2+ gemessen werden. Da-
her kann (bspw. durch Patch-Clamp) der urspru¨ngliche Leitfa¨higkeitsanstieg durch
einen Ca2+-Einstrom deutlich fru¨her gemessen werden, als der Anstieg des gesamten
intrazellula¨ren Ca2+ durch Fluoresenz.
Durch die lange Inkubationsdauer kam es oft zur Instabilita¨t/Leak des Patches und
folglich zum Abbruch des Versuches. Um konstantere Messwerte zu erzielen, wurde
der Versuchsablauf folgendermaßen vera¨ndert: Die Zellen wurden erst gepatcht, nach-
dem sie mehrere Sekunden (120-180 Sekunden) mit Cannabidiol inkubiert wurden.
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Nach 300 Sekunden wurden sie einer Temperaturerho¨hung ausgesetzt. Da so die Ru-
heleitfa¨higkeit nicht bestimmt werden konnte, konnte nicht untersucht werden, ob es
alleinig durch Cannabidiol bereits zur Zunahme der Leitfa¨higkeit gekommen war.
Die Inkubation mit Cannabidiol und spa¨tere Temperaturerho¨hung fu¨hrte zur signifi-
kanten Zunahme der Membranleitfa¨higkeit in ARPE19-Zellen. Da die Ruheleitfa¨hig-
keit, bzw. die Leitfa¨higkeit der Zellen ohne Einfluss von Cannabidiol, nicht bestimmt
werden konnte, mussten die gemessenen Werte mit den Versuchen mit alleiniger Tem-
peraturerho¨hung verglichen werden. Nur so konnte untersucht werden, ob Cannabi-
diol die Leitfa¨higkeit zusa¨tzlich erho¨ht. Der Vergleich ergab, dass es nach vorheriger
Inkubation mit Cannabidiol zur signifikant gro¨ßeren Leitfa¨higkeitszunahme kommt,
als durch alleinige Temperaturerho¨hung. Damit war erwiesen, dass Cannabidiol die
Leitfa¨higkeit von ARPE19-Zellen steigert. Dabei scheint Cannabidiol vor allem die
Anzahl der Kana¨le in der Plasmamembran zu steigern: Zuna¨chst konnte durch die
Temperaturerho¨hung die Kanalaktivita¨t gesteigert werden. Daher mu¨ssen auch nach
Inkubation mit Cannabidiol, Kana¨le mit geringer Offenwahrscheinlichkeit in der Zell-
membran verblieben sein. Diese konnte dann durch den Temperaturerho¨hung gestei-
gert werden.
Analog zu den anderen Versuchen musste die Leitfa¨higkeitszunahme auf TRPV2-Kanal-
aktivita¨t zuru¨ckgefu¨hrt werden. Die Stromeigenschaften entsprachen denen nach Sti-
mulation mit Wa¨rme (s. 4.3). Bei negativen Memranpotentialen kam es zu einem star-
ken Einstrom positiv geladener Ionen. Ebenso fiel beim Haltepotential von -40mV
eine deutliche Negativierung des Haltestromes auf (δ J = -386.4 ± 135.0 nA). Die
Umkehrpotentiale lagen wieder im positiven Bereich bei 13.2 ± 4.4 mV (s. Abschnitt
4.3). Diese Ergebnisse bekra¨ftigten wieder, dass die Leitfa¨higkeitszunahme auch auf
TRPV2-Kana¨le zuru¨ckzufu¨hren sein kann. Wieder sollte das pharmakologische Profil
des TRPV2-Kanals diese Hypothese untermauern.
• Pharmakologie
SKF96365 - Um den Leitfa¨higkeitsanstieg der ARPE19-Zellen auf TRPV2-Kana¨le
zuru¨ckzufu¨hren, wurde der Inhibitor SKF96365 (20µM) verwendet. Dieser ist
unter den bisher verwendeten und gema¨ß des Expressionsprofils der TRP-Kana¨le
im RPE, der spezifischste fu¨r TRPV2-Kana¨le [31]. Da der Versuchsablauf variiert
wurde (s.o.), konnte die Ruheleitfa¨higkeit nicht bestimmt werden. Daher wur-
den diese Ergebnisse mit den Ergebnissen nach Inkubation mit Cannabidiol und
Temperaturerho¨hung verglichen. Erstaunlicherweise unterdru¨ckte SKF96365 nicht
nur die Leitfa¨higkeitszunahme durch Cannabidiol und der Temperaturerho¨hung,
sondern reduzierte die Leitfa¨higkeit unter den Ausgangswert (-2.4 ± 8.6%). Dies
ko¨nnte erneut ein Hinweis auf die konstitutive Aktivita¨t des TRPV2-Kanals sein.
Durch die Inkubation mit SKF96365 (20µM) kam es weder im Vergleich der Ge-
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samtleitfa¨higkeiten, noch Ein- und Auswa¨rtsstromdichten, nach Inkubation mit
Cannabidiol und zusa¨tzlicher Temperaturerho¨hung, zu einem signifkanten Un-
terschied. Auch die Haltestro¨me bei -40mV unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Diese Versuche besta¨tigen, dass die gemessene Leitfa¨higkeitszu-
nahme durch Cannabidiol auf TRPV2-Kana¨le zuru¨ckzufu¨hren ist.
Bisher war dies die erste Untersuchung hinsichtlich der Wirkung von Canna-
bidiol auf TRPV2-Kana¨le in ARPE19-Zellen. Die Wirkung von Cannabidiol auf
TRPV2-Kana¨le konnte aber bereits in anderen Zelllinien nachgewiesen werden.
So zeigten Hassan et al. [46], dass Cannabidiol (10µMol) in BV-2 Microgliazel-
len nach weniger als 50 Sekunden zu einem TRPV2-abha¨ngigen Ca2+ Einstrom
fu¨hrt. Durch SKF96365 (10µM) konnte dieser Effekt unterdru¨ckt werden. Barro-
Soria [4] untersuchten den Effekt von Cannabidiol (15µM) auf prima¨ren Schweine-
RPE Zellen. Barro-Soria zeigten, dass Cannabidiol-induzierte Ca2+-Anstiege duch
SKF96365 hemmbar waren. Daraus wurde ebenfalls geschlussfolgert, dass Can-
nabidiol TRPV2-Kana¨le aktvieren kann. Cannabidiol fu¨hrte ebenfalls zu einem
TRPV2-abha¨ngigen Anstieg von intrazellula¨rem Ca2+. Barro-Soria und Hassan
verwendeten fu¨r die Versuche niedrigere Konzentrationen an Cannabidiol und
als Methode Ca2+-Imaging. Dennoch schlussfolgerten beide Autoren, dass Can-
nabidiol zu einer vermehrten Aktivita¨t (bzw. Ca2+-Einstrom) von TRPV2-Kana¨len
fu¨hrt.
U¨ber welche Mechanismen steigert Cannabidiol die Aktivita¨t von TRPV2-Kana¨len?
Auch in Bezug auf Cannabidiol ist offen gewesen, ob dies vor allem u¨ber eine erho¨hte
Offenwahrscheinlichkeit oder vermehrte Oberfla¨chenexpression TRPV2-Kana¨le regu-
liert: Nach Inkubation der ARPE19-Zellen mit Cannabidiol, konnte die Leitfa¨higkeit
der ARPE19-Zellen durch Temperaturerho¨hung gesteigert werden. Die Leitfa¨higkeits-
zunahme nach Hitzeimpuls war ein Maß dafu¨r, wie viel aktive TRPV2-Kana¨le sich
in der Zellmembran befinden. Demnach mussten sich nach Inkubation mit Cannabi-
diol noch inaktive Kana¨le in der Zellmembran befinden, sonst wa¨re nach Tempera-
turerho¨hung kein Leitfa¨higkeitsanstieg messbar gewesen. Im Vergleich mit den Ver-
suchen, in denen lediglich die Temperaturerho¨hung untersucht wurde (s. Ergebnisse
3.2), kam es nach vorheriger Inkubation mit Cannabidiol, zu einer signifikant ho¨her-
en Leitfa¨higkeitszunahme, als durch eine alleinige Temperaturerho¨hung (s. Ergebnisse
3.5).
Dies bedeutet, dass sich (1) nach Inkubation mit Cannabidiol vermehrt TRPV2-Kana¨le
in der Plasmamembran befinden mu¨ssen und (2) ein Anteil dieser Kana¨le inaktiv ist
und durch einen weiteren Impuls (Temperaturerho¨hung) aktiviert werden kann. Da-
her scheint Cannabidiol TRPV2-Kana¨le vor allem u¨ber die Oberfla¨chenexpression zu
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regulieren. Hingegen wu¨rde, falls Cannabidiol bei allen Kana¨len die Offenwahrschein-
lichkeit erho¨ht, ein weiterer Leitfa¨higkeitsanstieg durch Temperaturerho¨hung nicht
messbar sein.
Vergleich der Wirkung von Cannabidiol und IGF-1 auf TRPV2-Kana¨le
Die Wirkung von IGF-1 auf TRPV2-Kana¨le wurde bereits in diversen Zelllinien be-
schrieben (s.o.). IGF-1 schien dabei die Oberfla¨chenexpression von TRPV2-Kana¨len zu
steigern. Dieser Mechanismus, sowie die direkte Aktivierung der TRPV2-Kana¨le, wur-
de nun auch in ARPE19-Zellen untersucht. Zusa¨tzlich wurde die Wirkung von Can-
nabidiol im Vergleich zu IGF-1 auf ARPE19-Zellen untersucht. Durch den Vergleich
lassen sich grundlegende Informationen zur TRPV2 Regulation erarbeiten. Durch den
Vergleich der beiden Substanzen konnten Unterschiede in der Aktivierung von TRPV2-
Kana¨len festgestellt werden (s. Abbildung 4.3).
Zuna¨chst steigerte IGF-1 die Leitfa¨higkeit von ARPE19-Zellen. Durch Temperatur-
erho¨hung konnte diese nicht weiter gesteigert werden. Hingegen konnte nach Inkuba-
tion mit Cannabidiol die Leitfa¨higkeit der ARPE19-Zellen durch Temperaturerho¨hung
gesteigert werden.
Folglich mu¨ssen Cannabidiol und IGF-1 auf unterschiedliche Art und Weise auf TRPV2-
Kana¨le wirken: Durch IGF-1 scheint sowohl die Offenwahrscheinlichkeit, als auch die
Anzahl der TRPV2-Kana¨le in der Plasmamebran zuzunehmen. Daher kann durch ei-
ne Temperaturerho¨hung die Offenwahrscheinlichkeit kaum zusa¨tzlich gesteigert wer-
den. Cannabidiol scheint vor allem die Anzahl der Kana¨le in der Plasmamembran zu
erho¨hen und nur in geringem Maße die Offenwahrscheinlichkeit der Kana¨le. Nach
Inkubation der ARPE19-Zellen mit Cannabidiol, konnte durch eine darauffolgende
Temperaturerho¨hung die Leitfa¨higkeit deutlicher als nach IGF-1 Stimulation erho¨ht
werden.
Um dies besser zu verstehen, dienen die Versuche von Reichhart et al. [100] als Erga¨nzung:
Sie untersuchten mittels konfokaler Mikroskopie die Oberfla¨chenexpression von TRPV2-
Kana¨len in ARPE19-Zellen (s. Abbildung 4.2). Dafu¨r wurden ARPE19-Zellen mit Can-
nabidiol oder IGF-1 inkubiert. Nach Fixierung der Zellen, wurden TRPV2-Kana¨le mit-
tels fluoreszenten Antiko¨rpern markiert. Nach Berechnung der quantitativen intrazel-
lula¨ren Expression und Oberfla¨chenexpression von TRPV2 konnte, die relative Ober-
fla¨chenexpression bestimmt werden. Die Auswertung ergab, dass sowohl IGF-1, als
auch Cannabidiol, die Oberfla¨chenexpression von TRPV2-Kana¨len in ARPE19-Zellen
signifkant steigern. Interessant war, dass die relative Oberfla¨chenexpression nach In-
kubation mit Cannabidiol doppelt so hoch gewesen ist, wie die relative Oberfla¨chen-
expression nach Inkubation mit IGF-1.
Zusammenfassend ko¨nnen Cannabidiol und IGF-1, sowohl Offenwahrscheinlichkeit,
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als auch die Anzahl der TRPV2-Kana¨le in der Zellmembran steigern. Jedoch fu¨hrt Can-
nabidiol vor allem zu einer vermehrten Anzahl der TRPV2-Kana¨le in der Zellmem-
bran, wa¨hrend IGF-1 vor allem die Offenwahrscheinlichkeit dieser Kana¨le steigert.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der verschiedenen Regulationsmechanis-
men (Oberfla¨chenexpression und Erho¨hung der Offenwahrscheinlichkeit) des TRPV2-
Kanals. Wa¨hrend IGF-1 vor allem die Offenwahrscheinlichkeit der Kana¨le erho¨ht,
fu¨hrt Cannabidiol vor allem zu einer vermehrten Oberfla¨chenexpression der TRPV2-
Kana¨le. Abku¨rzungen: ZK = Zellkern, CBD = Cannabidiol, IGF-1 = Insulin-like grow-
th factor 1, Pi3 = PI3 Kinase Signalweg, Ca2+ = Calcium.
PI3 Kinasen
PI3-Kinasen sind Schlu¨sselenzyme der Signaltransduktion. U¨ber sie werden verschie-
dene zellula¨re Funktionen (Proliferation etc.) reguliert [125]. Auch TRPV2-Kana¨le sol-
len u¨ber einen PI3-Kinase abha¨ngigen Mechanismus reguliert werden. Folgende Ver-
suche veranschaulichten dies bereits:
Kanzaki et al. [59] untersuchten die Wirkung von IGF-1 auf CHO-Zellen. Zuna¨chst
transfizierten sie CHO-Zellen mit dem Expressionsvektor pcDNA3. Dieser Vektor bein-
haltete die gesamte translatierte DNA-Sequenz des GRC-Gens. Nach erfolgreicher Trans-
fektion markierten sie TRPV2-Kana¨le mit einem fluoreszenten Antiko¨rper (GRC-Anti-
ko¨rper). Mittels konfokaler Mikroskopie konnten sie die Lokalisation der TRPV2-Kana¨le
bestimmen. Im Ruhezustand waren diese vor allem im Zytosol konzentriert. Nach 20
minu¨tiger Inkubation mit IGF-1 (2nMol) translozierten TRPV2-Kana¨le vom Zytosol in
die Zellmembran. In einer weiteren Versuchsreihe inkubierten sie die Zellen zusa¨tz-
lich mit den PI3-Inhibitoren Wortmannin (100nMol) oder LY294002 (50µMol) und
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daraufhin mit IGF-1. Beide Substanzen unterdru¨ckten die Translokation von TRPV2-
Kana¨len in die Zellmembran durch IGF-1.
Link et al. [73] untersuchten die Aktivierung von TRPV2-Kana¨len in Makrophagen.
Die Makrophagen isolierten sie aus dem Peritoneum von Ma¨usen. Sie markierten
TRPV2-Kana¨le in den isolierten Makrophagen mit Hilfe eines fluoreszenten Antiko¨r-
pers. Daraufhin inkubierten sie die Makrophagen mit IgG-Antiko¨rper-bedeckten Latex
beads. Die Latex beads wurden von den Makrophagen phagozytiert. In den Makro-
phagen bildeten sich mehrere fluoreszierende Phagosome aus. Folglich musste dort
die Anzahl an TRPV2-Kana¨len gestiegen sein. IgG fu¨hrt, nach Bindung an den ent-
sprechenden Rezeptor, zur Aktivierung des PI3-Kinase Signalwegs [73]. Daher unter-
suchten sie im na¨chsten Schritt, ob die vermehrte Rekrutierung der TRPV2-Kana¨le
um die Phagosomen auf diesen Sigalweg zuru¨ckzufu¨hren war. Sie wiederholten den
Versuch, jedoch wurden die Makrophagen zuna¨chst mit den PI3-Kinase Inhibitoren
Wortmannin (100nMol) oder LY294002 (25µMol) inkubiert. Daraufhin konzentrierten
sich weniger TRPV2-Kana¨le um die Phagosomen. Da sowohl Wortmannin, als auch
LY294002 die Aktivita¨t von PI3-Kinasen reduzieren, konnte nachgewiesen werden,
dass TRPV2-Kana¨le u¨ber einen PI3-Kinase Signalweg reguliert werden. Weitere Ar-
beitsgruppen besta¨tigten die Aktivierung von TRPV2-Kana¨len u¨ber den PI3-Kinase
Signalweg [115, 93].
Cordeiro et al. [31] konnten erstmals fu¨r retinale Pigmentepithelzellen zeigen, dass
in diesen TRPV2-Kana¨le u¨ber einen PI3-Kinase Signalweg reguliert werden: Sie ver-
wendeten ARPE19-Zellen, die sie durch IGF-1 (50 ng/mL) stimulierten. Mittels Ca2+-
Imaging wurde untersucht, ob das freie zytosolische Ca2+ nach Inkubation mit IGF-1
ansteigt. In der Tat kam es durch die Inkubation mit IGF-1 zu einem deutlichen An-
stieg an freiem intrazellula¨ren Ca2+. In der na¨chsten Versuchsreihe wurden die Zellen
zuna¨chst mit LY294002 und daraufhin mit IGF-1 inkubiert. Nach vorheriger Inkubati-
on mit LY294002 (30 µMol) war ein signifikant geringerer Anstieg der intrazellula¨ren
freien Ca2+ Konzentration messbar. Dies besta¨tigte, dass auch in retinalen Pigmente-
pithelzellen TRPV2-Kana¨le u¨ber einen PI3 Kinase Signalwege reguliert werden.
Unklar ist bisher gewesen, ob auch andere Substanzen (bspw. Cannabidiol, TRPV2-
Kana¨le) u¨ber PI3-Kinase Signalwege regulieren. Dieser Zusammenhang wurde daher
na¨her untersucht (die vorliegenden Ergebnisse werden durch Reichhart et al. [100]
erga¨nzt):
Um dieser Fragestellung nachzugehen, fu¨hrten wir einerseits Patch-Clamp Versuche
durch, in denen wir ARPE19-Zellen verwendeten. Diese wurden entweder mit IGF-1
(300ng/ml) oder Cannabidiol (45 µMol) inkubiert. Um den PI3-Kinase Signalweg zu
unterdru¨cken applizierten wir zuvor LY294002 (30 µMol). Durch eine darauffolgen-
de Temperaturerho¨hung sollte die Offenwahrscheinlichkeit der TRPV2-Kana¨le erho¨ht
werden und ein etwaiger Anstieg der Membranleitfa¨higkeit meßbar sein. Erstaunli-
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cherweise ist in beiden Fa¨llen die Zunahme der Membranleitfa¨higkeit nach zusa¨tzli-
cher Inkubation mit LY204002 signifikant geringer gewesen, als ohne Inkubation mit
LY294002 (s. Abbildung 4.5). Dies zeigt, dass IGF-1 und Cannabidiol u¨ber einen PI3-
Kinase Signalweg die Offenwahrscheinlichkeit und/oder Oberfla¨chenexpression von
TRPV2-Kana¨len steigern. Ob beide Regulationsmechanismen u¨ber einen PI3-Kinase
Signalweg reguliert werden, ist durch diesen Versuch nicht zu beantworten. Daher
fu¨hrten wir eine weitere Versuchsreihe durch. Durch diese sollte untersucht werden,
ob die Oberfla¨chenexpression von TRPV2-Kana¨len u¨ber den PI3-Kinase Signalweg re-
guliert werden kann:
Dazu wurden TRPV2-Kana¨le in ARPE19-Zellen mit einem fluoreszenten Antiko¨rper
(VRL-1 und goat anti-rabbit IgG-Cy3) markiert. Analog zu den Patch-Clamp Versu-
chen wurden die ARPE19-Zellen mit LY294002 (30 µMol) und darauffolgend mit IGF-
1 (300ng/ml) oder Cannabidiol (45 µMol) inkubiert. Durch konfokale Mikroskopie
konnte, die Oberfla¨chenexpression gemessen werden: Die Oberfa¨chenexpression der
TRPV2-Kana¨le war durch die zusa¨tzliche Applikation des PI3-Kinase Inhibitors LY-
294002 signifkant geringer, als ohne die Inkubation mit LY294002 (s. Abbildung 4.5).
Sowohl in den mit Cannabidiol, als auch mit IGF-1 inkubierten Zellen. Dies besta¨tigte,
dass IGF-1 und Cannabidiol die Oberfla¨chenexpression von TRPV2-Kana¨len u¨ber den
PI3-Kinase Signalweg steigern ko¨nnen.
Ob auch die Offenwahrscheinlichkeit der TRPV2-Kana¨le u¨ber einen PI3-Kinase Si-
gnalweg reguliert wird, ist noch offen gewesen. Durch die Versuche kann diese Frage
z.T. beantwortet werden: In Patch-Clamp Versuchen fu¨hrte eine Temperaturerho¨hung
zu einem (TRPV2-abha¨ngigen) Anstieg der Membranleitfa¨higkeit. Dieser ist auf eine
vermehrte Offenwahrscheinlichkeit der Kana¨le zuru¨ckzufu¨hren gewesen (s. Ergebnis-
se 3.2). Um zu untersuchen, ob u¨ber einen PI3-Kinase Signalweg die Offenwahrschein-
lichkeit der TRPV2-Kana¨le beeinflusst werden kann, wurden die ARPE19-Zellen zu-
na¨chst mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 inkubiert. Danach wurde die Tempe-
ratur der Badlo¨sung erho¨ht. Dies fu¨hrte jedoch zu keinem signifikanten Anstieg der
Membranleitfa¨higkeit. Folglich scheint auch die Offenwahrscheinlichkeit der TRPV2-
Kana¨le mo¨glicherweise u¨ber einen PI3-Kinase Signalweg reguliert zu sein. Jedoch ist
ebenfalls mo¨glich, dass lediglich die Zahl der Kana¨le in der Zellmembran durch In-
kubation mit LY294002 reduziert wird. Dann wu¨rde durch eine Temperaturerho¨hung
die Membranleitfa¨higkeit nicht derartig gesteigert werden ko¨nnen. Demnach bleibt
unklar, auf welche Art der PI3-Kinase Signalweg Einfluss auf die Oberfla¨chenexpres-
sion und gleichzeitig die Offenwahrscheinlichkeit der TRPV2-Kana¨le hat. Geschieht
dies bspw. u¨ber direkte Vera¨nderung in der Konformation des Kanals, bspw. durch
Phosphorylierung? Oder fu¨hrt die Aktivierung des PI3-Kinase Signalwegs zu einer
vermehrten Translokation vom Zytosol in die Zellmembran? Letzteres scheint in jedem
Fall eine Rolle zu spielen: In den bereits erwa¨hnten immunzytochemischen Fa¨rbungen
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(s. Abbildung 4.5) konnte eine Translokation der TRPV2-Kana¨le in die Zellmembran
(ausgelo¨st durch IGF-1 oder Cannabidiol) durch die Inkubation mit LY294002 (PI3-
Kinase Inhibitor) reduziert werden. Denkbar wa¨re, dass TRPV2-Kana¨le - abha¨ngig
von einem PI3-Kinase Signalweg - stets zwischen Zellmembran und intrazellula¨ren
Vesikeln zirkulieren. Wird dieser Signalweg blockiert (bspw. durch LY294002), trans-
lozieren die TRPV2-Kana¨le u¨berwiegend in das Zytosol. Falls dann mit Hilfe einer
Temperaturerho¨hung TRPV2-Kana¨le aktiviert werden sollen, so kommt es lediglich zu
einem geringen Anstieg der Membranleitfa¨higkeit, da sich die meisten TRPV2-Kana¨le
im Zytosol befinden (s. Abbildung 4.4).
Letztlich wa¨re es interessant, den PI3-Kinase Signalweg weiter zu untersuchen. Denn
offen bleibt, ob u¨ber den PI3-Kinase Signalweg die Offenwahrscheinlichkeit der TRPV2-
Kana¨le (bspw. durch Phosphorylierung) direkt beeinflusst werden kann. Oder ob die
Versuchsergebnisse darauf zuru¨ckzufu¨hren sind, dass die Aktivierung des PI3-Kinase
Signalwegs zu einer vermehrten Translokation vom Zytosol in die Zellmembran fu¨hrt.
Zudem bleibt unklar, welche Proteine durch PI3 Kinasen phosphoryliert werden. Bei-
spielsweise ko¨nnten dies Serin-Theronin-Kinasen (Akt and PDK1), Tyrosin-Kinase (Tec-
Familie), Adaptorproteine (GAB-1) etc. sein [18]. Dies ko¨nnte in Zukunft von Bedeu-
tung sein, falls spezifisch auf die Aktivita¨t der TRPV2-Kana¨le Einfluss genommen wer-
den soll.
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des zuvor beschriebenen Zirkulieren des
TRPV2-Kanals zwischen Zellmembran und intrazellula¨ren Vesikeln. U¨ber den PI3-
Kinase Signalweg kommt es vor allem zur Translokation der TRPV2-Kana¨le in die
Membran. U¨ber LY294002 kann dieser Signalweg herabreguliert werden.
Abku¨rzungen: ZK = Zellkern, Pi3 = PI3 Kinase Signalweg, Ca2+ = Calcium, LY =
LY294002.
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mechanisms to fine-tune the resulting increase in membrane
conductance and corresponding Ca2+ signals.
Interestingly, although one would have expected a slower
time course for increases in surface expression, there was no
difference in time course between direct activation by channel
phosphorylation and increased surface expression. The in-
crease in surface expression, however, does not require de
novo protein production. As can be seen in the confocal im-
ages, the protein is already available and must only be
translocated into the cell membrane upon stimulation. This
can occur in a very short period of time, as is observable in
a variety of ion channels that provide increased membrane
conductance by increased surface expression as well as for
TRPV2 [49]—within minutes.
In the RPE, the dual TRPV2 activation by heat and surface
expression is of interest in the context of laser treatment, a
method routinely used not only in ophthalmology but in basic
animal research as well. In basic research, photocoagulation of
the retina in animals, predominantly mice, is an established
model for inducing choroidal neovascularization [50, 51], a
major complication of AMD [7, 16, 52]. In these models, laser
photocoagulation causes a rupture of Bruch’s membrane and
subsequent outgrowth of choroidal vessels into the retina,
driven by VEGF-A [12, 52–54]. Since the RPE is a major
source of VEGF-A [5, 12, 16, 54], which is secreted under
the control of TRPV2 channels [22], our findings would imply
that there are two pathways regulating VEGF-A secretion by
the RPE: by directly increasing the temperature of the retinal
tissue and via IGF-1, which is known to stimulate VEGF-A
secretion [24–26, 55] in a PI3K-dependent manner [22]. As it
is known that the therapeutic impact of laser treatment also
results from an increase in the secretion of a variety of growth
factors [22, 39], it is likely that the secretion of a portion of
them is directly controlled by heat. The mechanisms explored
in this study reveal that heat sensitivity of RPE cells can be
specifically modulated depending on various factors, some of
them known to be involved in the pathology of retinal degen-
eration such as AMD or diabetic retinopathy. A further
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Fig. 5 Effect of PI 3-kinase (PI3K) inhibition on the activation of
TRPV2. a Bar chart illustrating the percentage current density increase
compared to unstimulated cells. Application of LY294002 (grey bar) led
to a significant decrease in current density compared to CBD- and heat-
stimulated cells (black bar) b Relative surface expression of CBD-
stimulated cells (n=9) and cells stimulated with CBD in the presence of
LY294002 (n=13), showing a significant reduction in surface expression
of TRPV2 protein with PI3K inhibition. c Bar chart illustrating the
percentage current density increase compared to unstimulated cells.
Application of LY294002 (grey bar) led to a significant decrease in
current density compared to IGF-1- and heat-stimulated cells (black
bar). d Relative surface expression of IGF-1-stimulated cells (n=10)
and cells stimulated with CBD in the presence of LY294002 (n=8),
showing a significant decrease in surface expression of TRPV2 protein
with PI3K inhibition.
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showing a significant decrease in surface expression of TRPV2 protein
with PI3K inhibition.
Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol
mechanisms to fine-tune the resulting rease in me brane
conductance and corresponding Ca2+ signals.
Interestingly, although one would have expected a slower
time course for increases in surface expression, there was no
differ nce in t me course b tween direct activation by channel
hosphorylati n and increased surface expressi . The in-
crease in surface expr ssion, however, does not require de
novo protein production. As can be seen in the confocal im-
ages, the protein is already available and must only be
translocated into the cell membrane upon stimulation. This
can occur in a very short period of time, as is observable in
a variety f ion channels that provide increased membrane
conductance by increased surface expression as well as for
TRPV2 [49]—within minutes.
In the RPE, the dual TRPV2 activation by h at and surface
expression is of interest in the context of laser treatment, a
method routinely used not only in ophthalmology but in basic
animal research as well. In basic research, photocoagulation of
the retina in animals, predominantly mice, is an established
model for inducing choro dal neovascul rizati n [50, 51], a
major complication of AMD [7, 16, 52]. In these models, laser
photocoagulation causes a rupture of Bruch’s membrane and
subsequent outgrowth of choroidal vessels into the retina,
d iven by VEGF-A [12, 52–54]. Since the RPE is a ajor
sourc of VEGF-A [5, 12, 16, 54], which is secreted under
the control of TRP 2 channels [22], our findings would imply
that there are two pathways regulating VEGF-A secretion by
the RPE: by directly increasing the temperature of the retinal
tissue and via IGF-1, which is known to stimulate VEGF-A
secretion [24–26, 55] in a PI3K-dependent manner [22]. As it
is known that the therapeutic impact of laser treatment also
results from an increase in the secretion of a variety of growth
factors [22, 39], it is likely that t secretio of a porti n of
them is dir ct y controlled by heat. The mechanisms explored
in this study reveal that heat sensitivity of RPE cells can be
specifically modulated depending on various factor , some f
them known to be involved in the pathology of retinal degen-
eration such as AMD or diabetic retinopathy. A further
9
CBD CBD + 
LY294002
2
4
6
8
10
b
***
13
re
la
tiv
e 
su
rf
ac
e 
ex
pr
es
si
on
re
la
tiv
e 
su
rf
ac
e 
ex
pr
es
si
on
2
4
6
10 8
***
IGF-1 IGF-1+
LY294002
d
IGF-1
45°C
 LY294002
cu
rr
en
t d
en
si
ty
 in
cr
ea
se
 (%
)
cu
rr
en
t d
en
si
ty
 in
cr
ea
se
 (%
)
a
+
+
-
+
+
+
CBD
45°C
 LY294002
+
+
-
+
+
+
200
400
800
600
0
54
66
200
400
600
0
c
***
*
Fig. 5 Effect of PI 3-kinase (PI3K) inhibition on the activation of
TRPV2. a Bar chart illustrating e percentage curr nt density increase
compared to unstimulated cells. Application of LY294002 (grey bar) led
to a significant decrease in current density compared to CBD- and heat-
stimulated cells (black bar) b Rel tive surface expression of CBD-
stimulated cells (n=9) and cells stimulated with CBD in the presence of
LY294002 (n=13), showing a significant r duction in surf ce expression
of TRPV2 protein with PI3K inhibition. c Bar chart illustrating the
percentage current density i crease compared to unstimulated cells.
Application of LY294002 (grey bar) led to a significant decreas in
current density compared to IGF-1- and heat-stimulated cells (black
bar). d Relative surface expression of IGF-1-stimulated cells (n=10)
and cells stimulated with CBD in the presence of LY294002 (n=8),
showing a significant decrease in surface expression of TRPV2 protein
with PI3K inhibition.
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Abbildung 4.5: (links) Darstellung r Leitfa¨higkeitszu ahme % durch
Cannabidiol/IGF-1 und Hitz , mi und oh e Inkubation von LY294002.
Cannabidiol/IGF-1 und Hitze fu¨hrten zu einer deutlichen Leitfa¨higkeitszunahme
(schwarzer Balken), d rch LY294002 konnte dies nterdru¨ckt werden (grauer Balken).
(rechts) Dar tellung der relativen Oberfla¨chenexpression durch Cannabidiol/IGF-1,
mit und hn I k bation von LY294002. Die Oberfla¨c enexpr sion nahm durch
Hemmung des PI3 Kinase Signalwegs durch LY294002 deutlich ab. CBD = Cannabi-
diol; Die Ziffer i n rhalb/u¨ber d n Balken gebe di Zellz hl (n) an; *: p < 0.05; **p
< 0.01; ***p < 0.001; s: nicht sig ifikant. Modifizi rt aus [100].
Zus mme fassung
Zusammenfassen regulieren IGF-1 und CBD TRPV2-Kana¨le sowohl u¨ber die Ober-
fla¨chenexpression, als auch die direkte Aktivierung. IGF-1 scheint vor allem u¨ber die
d rekt Aktivieru g TRPV2-Kana¨ zu regulieren, a¨hrend CBD vor allem die Ober-
fla¨chenexpression von TRPV2-Kana¨le steigert. Sowohl die Oberfla¨chenexpression, als
auch die direkte Aktiv e ung unterliegen ei em PI3-Kinase Signalw g.
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4.5 Klinische Vernetzung
Funktion und Regulation von TRPV2 Kana¨len hat nicht nur in der klinischen For-
schung, sondern auch im klinischen Alltag Bedeutung [100].
Wie bereits in der Einleitung erla¨utert, sind chorioidale Neovaskularisationen eine der
Hauptkomplikationen der altersbedingten Makuladegeneration. Im Tiermodel wird
durch Laserkoagulation der Retina die Ausbildung von CNVs provoziert. Die Laser-
koagulation der Retina fu¨hrt zur Ruptur in der Bruch’schen Membran und in der
Folge zur Freisetzung von VEGF-A [17, 55, 107]. VEGF-A wird vor allem durch das
RPE freigesetzt und fu¨hrt zum Aussprossen von chorioidalen Blutgefa¨ßen [116, 131,
118, 107, 44]. Bekanntlich unterliegt die Sekretion von VEGF-A durch das RPE der
Aktivita¨t von TRPV2-Kana¨len [31]. Die hier vorliegende Arbeit impliziert, dass auf
zwei verschiedene Arten die Freisetzung von VEGF-A durch das RPE gesteigert wer-
den kann: Einerseits fu¨hrt die direkte Temperaturerho¨hung des RPEs (bspw. durch
Laserkoagulation) und andererseits IGF-1 [102, 109, 110, 111] zur Aktivierung von
TRPV2-Kana¨len und folglich zur Freisetzung von VEGF-A. Auch die therapeutische
Wirkung der Lasertherapie ist zum Teil auf die damit verbundene Freisetzung von
Wachstumsfaktoren zuru¨ckzufu¨hren [31, 35]. Diese Arbeit zeigt, dass durch verschie-
dene Substanzen, bspw. Cannabidiol und IGF-1, die Temperatursensititvita¨t des RPE
moduliert werden kann. IGF-1 spielt ebenfalls bei der Pathogenese der altersbedingten
Makuladegeneration eine Rolle, folglich ko¨nnten weitere Kenntnisse in diesem Gebiet
neue Therapiestrategien ero¨ffnen.
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4.6 Zusammenfassung
Das RPE ist von zentraler Bedeutung fu¨r die Funktionsfa¨higkeit der Retina. Es bil-
det zusammen mit anderen Strukturen die Blut-Retina Schranke und tritt in enge Be-
ziehung mit den Photorezeptoren der Retina. Die physiologische Funktion des RPE
ist essenziell fu¨r eine normale Sehfunktion. Pathologische Vera¨nderungen ko¨nnnen
schwerwiegende Folgen fu¨r den Sehvorgang haben. Diese treten beispielsweise bei Er-
krankungen wie der Retinitis pigmentosa und der altersbedingten Makuladegenerati-
on auf. Bei Letztgenannter ha¨ngen die Vera¨nderungen mit einer vermehrten Expressi-
on des Wachstumsfaktors VEGF-A zusammen. In der Folge kommt es zur Ausbildung
von chorioidalen Neovaskularisation, was wiederum, vor allem nach Einblutungen, zu
starken Sehverlusten fu¨hren kann. Die Sekretion des Wachstumsfaktors erfolgt vor al-
lem durch das RPE und ist von der Aktivita¨t des Ionenkanals TRPV2 abha¨ngig. Diese
Arbeit bescha¨ftigte sich mit der Fragestellung, wie TRPV2-Kana¨le reguliert werden.
Das Versta¨ndnis der TRPV2-Kana¨le soll neue Wege hinsichtlich der Entwicklung neu-
er therapeutischer Strategien ero¨ffnen, insbesondere in Bezug auf die Entstehung von
CNVs im Zusammenhang mit der altersbedingten Makuladegeneration.
Die vorliegende Arbeit la¨sst folgende Erkenntnisse zu:
• TRPV2-Kana¨le werden sowohl u¨ber direkte Aktivierung, als auch u¨ber vermehr-
te Oberfla¨chenexpression reguliert.
• IGF-1 nimmt u¨ber die Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit membransta¨ndi-
ger TRPV2-Kana¨le und u¨ber eine vermehrte Oberfla¨chenexpression von intrazel-
lula¨ren TRPV2-Kana¨len Einfluss auf die Aktivita¨t der TRPV2-Kana¨le.
• Cannabidiol nimmt vor allem u¨ber eine vermehrte Oberfla¨chenexpression intra-
zellula¨r gespeicherter TRPV2 Kana¨le Einfluss auf deren Aktivita¨t. In geringerem
Maße auch u¨ber direkte Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit von TRPV2-
Kana¨len.
• Sowohl die Oberfla¨chenexpression, als auch die direkte Aktivierung von TRPV2-
Kana¨len unterliegen einem PI3-Kinase abha¨ngigen Signalweg.
• Verschiedene Aktivatoren ko¨nnen auf unterschiedliche Weise (u¨ber Oberfla¨chen-
expression und direkte Aktivierung) auf TRPV2-Kana¨le wirken.
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Kapitel 5
Anhang
5.1 Abku¨rzungsverzeichnis
AKT Proteinkinase B
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
ARPE19 Adult Retinal Pigment Epithelial Cell Line 19
BV-2 mouse microglial cells, recombinant retrovirus (v-raf/v-mic) transformed
Ca2+ Calcium
CBD Cannabidiol
cDNA Complement Deoxyribonucleic Acid
Cl2− Chlorid
CHO Chinese Hamster Ovary
CNV Chorioidale Neovaskularisation
cRNA Complement Ribonucleic Acid
DRG Dorsal Root Ganglion
FGF Fibroblas-growth-factor
FGFR Fibroblas-growth-factor-receptor
FURA-2 Fluoreszenzfarbstoff
GAB1 GRB2-associated-binding protein 1
GLUT Glucose Transporter
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cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat
HAPI Cells Highly Aggressive Proliferating Rat Microglia
HEK293 Human Embryonic Kidney Cell Line 293
hRPE Humanes retinales Pigmentepithel
IGF-1 insulin like growth factor 1
IgG Immunglobulin G
IP3 Inositoltriphosphat
J Joule
K+ Kalium
MAPK Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase
MIN6 Mouse Insulinoma Cell Line 6
mV Millivolt
PDK-1 Phosphoinositide-dependent kinase-1
PEDF Pigment-epithelium-derived-factor
PKA Proteinkinase A
PKC Proteinkinase C
RPE Retinales Pigmentepithel
siRNA small interfering Ribonucleic Acid
TEC Protein-Tyrosin Kinasen
TCH 4 9-Tetrahydrocannabinol
TRPV Transient Receptor Potential Vanilloid
VEGF-A Vascular-endothelial-derived-factor-A
VR-1 Vanilloid receptor subtype 1
VRL-1 Vanilloid receptor-1 like receptor
VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor A
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